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RÉSUMÉ 
 
Introduction 
De nombreuses études indiquent que la prématurité, qui représente 8 % des naissances, est 
associée à des indices précoces de dysfonction vasculaire, d’élévation de la pression 
sanguine et de survenue de diabète de type 2. Les enfants nés prématurément sont plus 
sujets aux blessures oxydatives de par l’immaturité de leurs défenses antioxydantes et de 
leur exposition à des situations pro-oxydantes (exposition à l’air ambiant, à un supplément 
d’oxygène, ou à une exposition aux infections). Cependant, les conséquences à long terme 
des blessures oxydatives induites par une exposition à l’oxygène en période périnatale 
restent méconnues. Le but de ce doctorat a été de mettre en évidence certains mécanismes 
pouvant relier les dommages de la prématurité induits par l’oxygène, et le risque à long 
terme de développer des maladies cardiovasculaires et métaboliques dans le concept global 
d’une programmation développementale de l’hypertension et des pathologies reliées au 
syndrome métabolique. 
 
Matériels et méthodes 
Des ratons Sprague-Dawley (SD) ont été exposés à 80 % O2 (O2) vs air ambiant (AA) du 
3ème au 10ème jour de vie. Concernant les paramètres cardiovasculaires, nous avons 
mesuré au cours de la croissance, la pression sanguine à la queue (de la 4ème semaine à la 
15ème semaine) et à l’âge adulte : la réactivité vasculaire à l’angiotensine II (AngII) et au 
carbachol (ex vivo, carotides) avec ou sans le tempol; la production d’oxyde nitrique (NO) 
en présence ou non L-arginine et de L-sépiaptérine (aorte, immunohistochimie) ainsi que 
l’expression de la nitric oxyde synthase endothéliale (eNOS) (aorte, immunohistochimie et 
iv 
 
 
western blot); le stress oxydant vasculaire (aorte, chemiluminescence) par la mesure de la 
production d’anions superoxide en présence ou non des inhibiteurs de la nicotinamide-
adenine-dinucleotide-phosphate (NADPH oxydase) et de la nitric oxyde synthase 
endotheliale (eNOS), l’apocynine, et N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) 
respectivement, ainsi que le stress oxydant circulant par la mesure des niveaux 
plasmatiques de malondialdéhyde (MDA, HPLC); la densité microvasculaire a été évaluée 
au niveau du muscle tibial antérieur, immunohistochimie); la vitesse d’onde pulsée (VOP) 
(entre la valve aortique et juste avant la bifurcation ilio-fémorale) a été mesurée par 
ultrason; le nombre de néphrons a été compté par digestion acide. L’ontogenèse de la 
plupart de ces mécanismes a été regardée à l’âge de 4 semaines. 
Concernant les paramètres métaboliques, le poids a été mesuré au cours de la croissance. À 
l’âge adulte, la composition corporelle et la tolérance au glucose ont été évaluées. 
 
Résultats 
À l’âge de 4 semaines, aucune différence n’a été observée dans la pression sanguine, la 
réactivité vasculaire et le stress oxydant, mais chez les rats O2 vs AA, la densité 
microvasculaire est moindre, et des changements histologiques suggèrent la présence d’une 
rigidité artérielle augmentée. 
À l’âge adulte chez les rats O2 vs AA (n = 6-8 /groupe) : i) les pressions sanguines 
systoliques et diastoliques sont augmentées; ii) la réactivité vasculaire à l’AngII est 
augmentée et celle au carbachol est diminuée, le tempol prévient ces dysfonctions; iii) la 
production de NO est plus faible au niveau basal et après stimulation par le carbachol, mais 
est restaurée après la pré-incubation avec L-arginine et L-sépiaptérine; iv) l’expression 
d’eNOS est diminuée par immunohistochimie et augmentée par western blot; v) les niveaux 
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d’anions superoxide, au niveau basal et en réponse à l’AngII, sont augmentés et sont induits 
par la NADPH oxydase et le non-couplage d’eNOS; vi) les niveaux plasmatiques de MDA 
sont augmentés; vii) La densité microvasculaire est moindre; viii) la VOP est augmentée; 
ix) le nombre de néphrons par rein est réduit; x) le poids est plus faible au cours de la 
croissance et un catch up est observé à l’âge adulte; la composition corporelle n’est pas 
différente entre les groupes; xi) la tolérance au glucose est diminuée. 
 
Conclusion 
Ces résultats supportent l’hypothèse d’une programmation développementale des maladies 
cardiovasculaires et métaboliques à l’âge adulte à la suite d’un stress hyperoxique néonatal. 
 
Mots clés : Hypertension, réactivité vasculaire, stress oxydant, intolérance au glucose, 
résistance à l’insuline, syndrome métabolique. 
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ABSTRACT 
 
Introduction 
Many studies showed that prematurity, which represents 8 % of birth, is associated with 
early indices of vascular dysfunction, increased blood pressure and Type 2 diabetes. 
Prematurity babies are more susceptible to oxidative injury, consequence of the immaturity 
of their antioxidant defences, and exposure to pro-oxidant situations (oxygen 
supplementation, infection). However, the long-term consequences of oxidative injury 
induced by oxygen exposure in the neonatal period are unknown. 
The aim of these PhD studies was to unravel some mechanisms that might underlie the 
damage induced by oxygen and the long-term risk of developing vascular and metabolic 
diseases in the overall concept of developmental programming of hypertension and 
metabolic syndrome-related diseases. 
 
Materials and methods 
Sprague-Dawley pups were kept with their mother in 80 % O2 (O2) or room air (RA) from 
day 3 to 10 of life. Cardiovascular parameters, tail blood pressure was measured between 
4 and 15 weeks of life. In adulthood : vascular reactivity (ex vivo carotid rings) to 
angiotensine II (AngII) and carbachol with and without tempol was studied; studies of 
nitric oxide (NO) production with and without L-arginine and L-sépiaptérine (aorta, 
immunohistochemistry) and endothelial nitric oxide synthase expression (eNOS; aorta, 
immunohistochemistry, western blot) were performed; vascular oxidative stress (aorta, 
using chemiluminescence) by measuring superoxide anion production with and without 
inhibitors of nicotinamide-adenine-dinucleotide-phosphate (NADPH oxydase) and nitric 
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oxyde synthase endotheliale (eNOS), apocynin and N-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME) respectively, and circulating oxidative stress by measuring the plasma levels of 
malondialdéhyde (MDA, HPLC) were evaluated; microvascular density was assessed on 
tibialis anterior muscle sections; pulse wave velocity (PWV) was measured by ultrasound, 
between aortic valve and ilio-femoral bifurcation; nephrons were counted after 
hydrochloric acid digestion. The main observations were also evaluated at 4 weeks of age. 
Metabolic parameters: body weight has been measured during the growth. In adulthood, 
body composition, glucose tolerance were evaluated. 
 
Results 
A 4 weeks of age, no difference was observed regarding blood pressure, vascular reactivity, 
and oxidative stress indices, but in rats O2 vs. RA (n = 6-8 /group), microvascular 
rarefaction and histological changes suggesting enhanced vascular stiffness were present. 
To adulthood, rats O2 vs. RA (n = 6-8/group) : i) systolic and diastolic blood pressures are 
increased; ii) vascular reactivity to Ang II is increased and to carbachol is decreased, these 
dysfunction were totally abolished by co-incubation of the vessel rings with tempol; iii) 
NO-production is decreased in basal condition and after carbachol stimulation, but is 
restored after pre-incubation of aorta sections with L- arginine and L-sépiaptérine; iv) 
eNOS expression is decreased by immunohistochemistry but increased by western blot; v) 
vascular superoxide anion levels are increased in basal condition, after AngII stimulation 
and this is mediated by NADPH oxydase and eNOS uncoupling; vi) the plasma levels of 
MDA are increased; vii) microvascular density is decreased; viii) PWV is increased; ix) 
nephron count per kidney is decreased; x) body weight is less during growth, but a catch up 
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is observed in adulthood,  body composition is similar; xi) the glucose tolerance is 
decreased in adults. 
 
 
Conclusion 
These results support the hypothesis of developmental programming of vascular and 
metabolic diseases in adulthood, after exposure to hyperoxic stress in the neonatal period. 
 
Key words: Hypertension, vascular reactivity, oxidative stress, glucose intolerance, insulin 
resistance, metabolic syndrome. 
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 I -  INTRODUCTION 
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La mise en évidence de l’importance de la programmation fœtale des maladies se 
développant à l’âge adulte est grandissante. L’objectif de mon travail de thèse était 
d’aborder, dans ce contexte, le rôle du stress oxydant et de ses différentes composantes en 
période néonatale dans le développement de l’hypertension artérielle et de la dysfonction 
vasculaire et métabolique de l’adulte. Le manuscrit de thèse est organisé principalement 
autour de 2 articles et de résultats complémentaires. 
L’introduction est divisée en 3 chapitres. Dans le premier, une brève présentation des 
évidences épidémiologiques entre le poids de naissance et la survenue de pathologies 
cardiométaboliques à l’âge adulte. Le deuxième aborde les différents mécanismes associés, 
notamment l’implication du stress oxydant. Le troisième chapitre est consacré à la 
présentation des modèles animaux que nous avons utilisés au laboratoire. 
Suivent les buts et hypothèses de recherche, les résultats des 2 articles et des données 
additionnelles, puis une discussion générale et quelques perspectives terminent ce 
manuscrit. 
 
I - A LES ORIGINES DÉVELOPPEMENTALES DES MALADIES SURVENANT 
À L’ÂGE ADULTE 
 
L’origine développementale de la santé et des maladies (DOHAD) est une aire de recherche 
qui combine des informations provenant de nombreux domaines de savoir et représente une 
interface intéressante entre les sciences biologiques et de la santé. Pour cela différentes 
approches sont nécessaires [696] : 
3 
 
 
des études épidémiologiques comprennent l’étude de larges cohortes basée sur les données 
qui ont été compilées au début du 20e siècle et qui ont servi de base aux travaux de Barker 
et coll. Bien qu’il existe une forte association entre les événements survenant précocement 
et les conséquences plus tard dans la vie, les études épidémiologiques ne prouvent pas la 
causalité. Également, les études de cohortes sont coûteuses et nécessitent une forte 
implication non seulement de l’équipe scientifique, mais également des participants. 
des études cliniques, dont l’objectif pour le DOHAD est de comparer les individus avec 
diverses histoires périnatales en termes de caractérisation clinique et/ou de réponse aux 
interventions. Les études cliniques sont relativement plus rapides à mettre en œuvre que les 
études de cohorte et ont permis d’élucider des questions importantes cependant elles restent 
limitées par les considérations éthiques. 
des études expérimentales, qui sont relativement faciles à mettre en œuvre, moins 
coûteuses. L’utilisation d’animaux a fortement contribué à fournir de nombreuses 
informations notamment concernant les mécanismes potentiellement incriminés pour le 
DOHAD. Cependant, l’extrapolation de ces résultats à l’homme est délicate. 
Et finalement, des études translationnelles qui par la relative facilité d’exécution permettent 
aux chercheurs d’appliquer leur connaissance pour générer des hypothèses pertinentes pour 
la physiologie humaine. Par conséquent, la combinaison entre les avantages des études 
épidémiologiques, cliniques, expérimentales et translationnelles a permis d’apporter un 
grand volume d’informations importantes, faisant avancer la connaissance sur l’origine 
développementale des maladies adultes. 
Dans cette introduction, je vais vous présenter les grandes lignes de ces différentes études 
avant d’aborder ensuite les différents mécanismes pathophyiologiques suggérés, plus 
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précisément le stress oxydant et son rôle dans la programmation de la dysfonction 
vasculaire et métabolique chez l’adulte. 
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I - A-1 HISTORIQUE 
Le début du 20e siècle a été marqué dans les pays industrialisés par une augmentation de 
l’incidence des maladies coronariennes jusqu’à en devenir l’une des principales causes de 
mortalité. De nombreuses études ont proposé qu’il puisse exister une association entre les 
événements apparaissant très tôt dans la vie et le développement de maladies 
cardiovasculaires au cours de la vie adulte. En 1934, Kermarck et coll. [384] démontrèrent 
que le taux de mortalité toutes causes confondues en Grande-Bretagne et en Suède chutait 
entre 1751 et 1930, le résultat selon eux, de conditions de vie optimales dans l’enfance 
durant cette période. Forsdahl et coll. rapportèrent qu’il existait une corrélation dans une 
vingtaine de comtés en Norvège entre la survenue de maladies athérosclérotiques du cœur 
entre 1964 et 1967 et le taux de mortalité infantile quelque 70 ans plus tôt. Ils ont été les 
premiers à suggérer que des conditions de vie difficiles durant l’enfance et l’adolescence 
pouvaient être un facteur de risque pour la survenue de maladies coronariennes plus tard 
dans la vie. Wadsworth et coll. [798] en 1985, rapportèrent que l’élévation de la pression 
sanguine à l’âge adulte (36 ans) pour les deux sexes pouvait être inversement reliée au 
poids de naissance, mais également être fortement associée à la masse corporelle, aux 
antécédents sociaux (faibles revenus), familiaux (exemple : avoir perdu son père d’une 
maladie hypertensive ou d’une ischémie du cœur) et à la consommation de cigarettes. 
Barker et coll. en 1986 ont été les premiers à mettre en évidence que les maladies 
coronariennes pourraient être liées à un défaut de croissance fœtale [56]. Ils ont étudié les 
différences dans les taux de mortalité par maladies cardiovasculaires (maladies ischémiques 
du cœur) et les hémorragies cérébrales dans différentes régions de Grande-Bretagne et 
d’Écosse (plus de 1300 localités). Ces chercheurs ont démontré que les maladies 
ischémiques du cœur étaient fortement associées avec la mortalité post- mais aussi 
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néonatale [56] et qu’il existait une forte relation géographique entre le taux de mortalité par 
maladies ischémiques du cœur et d’hémorragies cérébrales entre 1968 et 1978 [252] et la 
mortalité infantile entre 1921-1925 [56] (dont le facteur principal était un faible poids de 
naissance). Ils conclurent qu’une mauvaise santé et une mauvaise condition physique 
(faible poids) des mères étaient des facteurs de risque importants de maladies ischémiques 
du cœur et d’hémorragies cérébrales chez leurs enfants [56]. Ces mêmes chercheurs 
proposèrent alors les premières données suggérant que les pathologies adultes pourraient 
être liées aux conditions de vie anténatales par une étude démontrant une corrélation 
inverse entre le poids à la naissance et l’incidence de mortalité par maladies 
cardiovasculaires tant chez les hommes que chez les femmes [57]. 
Par la suite, toute une série d’études épidémiologiques a confirmé cette association entre un 
faible poids de naissance et les maladies cardiovasculaires à la fois chez les hommes et 
chez les femmes aussi bien en Europe, qu’en Amérique du Nord ou en Inde. Cette 
association initiale a été étendue pour inclure l’association entre la trajectoire de croissance 
en période pré- et postnatale et l’augmentation du risque de survenue d’hypertension, 
d’intolérance au glucose, de résistance à l’insuline, de diabète de type 2, d’obésité et plus 
généralement du syndrome métabolique. On attribue à Barker et coll. l’hypothèse d’une 
origine fœtale (ou développementale) des maladies survenant à l’âge adulte. Des facteurs 
environnementaux, notamment nutritionnels, peuvent agir précocement dans la vie pour 
programmer la survenue de maladies cardiovasculaires et métaboliques à l’âge adulte et 
ainsi conduire à une mort prématurée. Les données épidémiologiques supportant cette 
hypothèse sont présentées ci-dessous. 
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I - A-2 ÉVIDENCES ÉPIDÉMIOLOGIQUES DU LIEN ENTRE LE POIDS DE 
NAISSANCE ET LES PATHOLOGIES CHEZ l’ADULTE 
 
I - A-2-1 Poids de naissance, âge gestationnel et prématurité 
 
Il existe en effet un classement dans le poids de naissance. On retrouve un poids de 
naissance extrême < 1 kg, un très faible poids de naissance < 1,5 kg, et un petit poids de 
naissance < 2,5 kg. Il est cependant plus juste, plutôt que de regarder uniquement le poids 
de naissance, de considérer les enfants nés petits pour l’âge gestationnel (poids de naissance 
< au 10ème percentile pour l’âge gestationnel (AG)) et ceux avec un poids de naissance 
adapté pour AG (poids de naissance > 10ème percentile pour AG) [748]. 
A titre d’exemple, un enfant né avec un poids de naissance de 1,5 kg mais petit pour l’âge 
gestationnel, a déjà subi une programmation prénatale défavorable, le conduisant à 
répondre différemment à la nutrition et aux traitements médicaux en comparaison à un 
enfant né avec le même poids de naissance mais adapté pour AG [542]. Voici les poids de 
naissance moyens correspondant pour certains AG : 26 semaines d’aménorrhées (SA) : 900 
g; 28 SA : 1,2 kg; 30 SA : 1,5 kg; 32 SA : 1,75 kg. 
Concernant la prématurité, elle est définie comme toute naissance survenant avant 37 SA. 
L’organisation mondiale de la santé (OMS) définit un prématuré comme un nouveau né, 
qui pèse au moins 500 g qui respire par lui même et demande d’inclure tous les 
accouchements après 22 SA. Au sein de la prématurité, l’on distingue 1) la prématurité 
moyenne qui concerne les accouchements de 32 SA à 36 SA + 6 jours, 2) la grande 
prématurité avant 33 SA, 3) la très grande prématurité avant 29 SA, et 4) l’extrême 
prématurité qui concerne les accouchements avant 27 SA. 
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I- A-2-2 Poids de naissance et pathologies cardiovasculaires 
 
L’étude réalisée à Hertfordshire en Grande Bretagne (5654 hommes nés entre 1911-30 chez 
qui le poids de naissance et à l’âge d’un an ont été enregistrés) [58] a été la première étude 
qui a mis en évidence que les maladies coronariennes (maladies ischémiques du cœur) 
survenant à l’âge adulte pouvaient trouver leurs origines durant la vie fœtale et néonatale. 
Les taux de mortalité par maladies ischémiques du cœur les plus élevés ont été trouvés chez 
les hommes qui avaient eu un faible poids à la naissance ainsi qu’à l’âge d’un an. La 
cohorte d’Helsinki (8760 individus chez qui des mesures de taille et de poids ont été prises 
entre la naissance et l’âge de 2 ans) a permis de montrer qu’un petit poids durant la jeune 
enfance (entre 0 et 2 ans) est associé avec une augmentation du risque de survenue 
d’accidents vasculaires cérébraux (AVC) à l’âge adulte [346]. La sténose carotidienne est 
un facteur de risque important pour les formes occlusives d’AVC. Cette sténose peut être 
mise en évidence par un doppler carotidien permettant de mesurer l’épaisseur intima-média. 
L’association entre un petit poids de naissance et l’augmentation de l’épaisseur intima-
média n’a été observée que chez les individus qui ont eu un petit poids à la naissance suivi 
d’un rattrapage de croissance (catch up) dans les deux premières années de vie [566]. 
Aussi, des individus issus de la cohorte d’Helsinki qui ont eu une faible croissance à la fois 
durant la période fœtale (traduit par un faible poids de naissance et un faible indice de 
masse corporelle (IMC)) mais également durant les 2 premières années de vie (traduit par 
un IMC de 16 kg/m2 vs. > 18 kg/m2) présentent à l’âge adulte un profil lipidique 
athérogénique [372]. 
Par conséquent ces données suggèrent qu’un faible poids à la naissance et durant l’enfance 
est associé avec la survenue de pathologies cardiovasculaires à l’âge adulte. 
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I - A-2-3 Poids de naissance, rattrapage de croissance et pression sanguine 
 
D’un point de vue clinique, la pression sanguine est classée suivant différents stades. Cette 
stratification date de 1977 avec le premier rapport de "Joint National Comittee on Detection 
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure (JNC)". Par la suite six autres rapports 
ont été émis (1980, 1984, 1988, 1993, 1997) jusqu’au plus récent JCN7 (2003) [4;143]. Ce 
dernier rapport a classifié la pression sanguine (Tableau 1). 
 
Tableau 1 : Stratification de la pression sanguine; SBP, pression artérielle systolique; 
DBP, pression artérielle diastolique. Adapté d’après [143]. 
 
ÉTAT VALEURS DE PRESSION SANGUINE 
        
normal SBP < 120 et DBP < 80 mmHg 
préhypertensif SBP 120-139 ou DBP 80-89 mmHg 
hypertension stade 1 SBP 140-159 ou DBP 90-99 mmHg 
hypertension stade 2 SBP > 160 ou DBP > 100 mmHg 
 
 
L’association inverse entre le poids de naissance et la pression sanguine à l’âge adulte a été 
démontrée tant chez les hommes que chez les femmes, dans les pays industrialisés mais 
aussi en voie de développement.  
Une corrélation inverse entre la pression sanguine systolique et le poids à la naissance 
devient évidente dans les premiers mois de la vie postnatale et augmente fortement avec 
l’âge, suggérant que la relation initiée in utero s’amplifie avec le temps [435]. Il a été 
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envisagé une augmentation de la pression sanguine de 1 à 4 mm Hg pour chaque kg de 
diminution dans le poids de naissance [345]. 
Cette corrélation est visible aussi bien chez l’enfant (7-10 ans) [57;129;699], qu’à l’âge 
adulte [57;262;496], et semble être indépendante de la consommation de cigarettes [434] et 
de facteurs génétiques [74]. 
Les enfants prématurés sont probablement les individus les plus à risque pour le 
développement de pathologies à l’âge adulte en comparaison à des individus nés à terme. 
En effet, il a été montré une relation inverse entre l’AG et la pression systolique chez le 
jeune adulte [450], et cette association semble être amplifiée pour les AG les plus bas 
[695]. Il est intéressant de noter qu’il n’existe pas de corrélation entre la pression sanguine 
à l’âge adulte et l’AG chez des individus nés à terme. 
De plus, certains paramètres anthropométriques semblent également avoir une influence sur 
la pression sanguine. La circonférence de la tête prise à la naissance paraît être inversement 
associée avec la pression systolique [345;834] même si ceci n’est pas toujours observé 
[409]. Il a été aussi montré une relation entre la taille à la naissance et la pression systolique 
à l’âge adulte, parfois positive [409] ou inverse [496]. Enfin, concernant la relation entre la 
pression sanguine et le poids du placenta, les résultats ne sont pas homogènes, des études 
ayant montré l’existence d’une association inverse [825], positive [51;434], voire même 
une absence d’association [230;554]. 
Un faible poids de naissance peut avoir des conséquences sur la structure vasculaire. En 
effet, un faible poids de naissance (< 2,5 kg) a aussi été associé avec une augmentation de 
la vitesse d’onde pulsée (VOP) à l’âge adulte, par conséquent une augmentation de la 
rigidité artérielle [496]. 
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Un rattrapage de croissance en période postnatale, semble être un composant clé dans la 
pression sanguine plus tard dans la vie. Des études ont proposé une association positive 
entre l’élévation de la pression sanguine durant l’enfance et à l’âge adulte et le rattrapage 
de croissance soit immédiatement après la naissance (0-5 mois) et entre 21 mois et 5 ans 
[68]; durant la première année de vie [230]; entre l’âge de 2 ans et 11 ans [214]. Il est 
possible qu’une accélération de la croissance postnatale programme le développement de 
l’arbre vasculaire. Chez des enfants prématurés, un gain de poids durant les deux premières 
semaines de vie est associé à l’adolescence avec une diminution de la dilatation 
endothélium dépendante [701]. 
 
I - A-2-4 Poids de naissance, rattrapage de croissance et diabète de type 2/syndrome 
métabolique 
 
L’insuline joue un rôle central dans la croissance fœtale et post-natale. Par conséquent des 
perturbations dans le métabolisme du glucose et de l’insuline pourraient expliquer le lien 
entre la croissance fœtale et le développement de maladies cardiovasculaires par la suite. 
Hales et coll. ont été les premiers à rapporter qu’un petit poids (à la naissance < 2,5 kg et à 
l’âge d’un an < 8,1 kg) était fortement associé avec un défaut de tolérance au glucose et un 
diabète de type 2 à l’âge adulte [295]. Par la suite de nombreuses études ont confirmé cette 
relation en montrant une diminution de la résistance à l’insuline et du diabète de type 2 
avec l’augmentation de l’index pondéral à la naissance [602] et du poids de naissance 
[469]. Les enfants prématurés sont plus vulnérables pour développer un diabète de type 2 à 
l’âge adulte. En effet, avec un très faible poids de naissance (600 g – 1,5 kg avec un AG 
entre 24 et 36,5 SA), ils présentent à l’âge adulte un défaut de tolérance au glucose et de 
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sensibilité à l’insuline en comparaison à des enfants nés à terme (poids de naissance entre 
2,5 kg et 4,9 kg, avec un AG entre 37 et 42,9 SA) [336]. 
Le syndrome métabolique (SM) a été décrit à l’origine par Reaven et coll. en 1988 comme 
le syndrome X ou syndrome de résistance à l’insuline [628]. Plusieurs définitions existent 
concernant le SM. Les critères de diagnostique ont été initialement émis par l’OMS en 
1998 [17] et repose sur la résistance à l’insuline. Il existe cependant un problème majeur 
associé à cette évaluation. La méthode de référence développée par De Fronzo [178] en 
1979 utilise la technique de clamp hyperglycémique euglycémique qui consiste en une 
perfusion d’insuline à débit constant pendant 3 heures, couplée à une infusion de glucose. 
La quantité de glucose infusée pour maintenir la glycémie est directement proportionnelle à 
la résistance périphérique à l’insuline. Cependant, c’est une technique lourde et impossible 
à mettre en application en routine d’un point de vue clinique. De nouveaux critères ont 
donc été établis, plus facile dans leur application : the National Cholesterol Education 
Program’s Adult Treatment Panel III (NCEP ATP III) modifia les définitions émises par 
l’OMS [2]. Les différents facteurs de risque en fonction des critères émis par l’OMS et 
NCEP ATP III sont répertoriés ci-dessous (Tableau 2). 
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Tableau 2 : Critères de diagnostic du SM émis par l’OMS et NCEP ATP III, issu de [617] 
Facteurs de risques OMS NCEP ATP III 
Critères diagnostiques DT2 ou IG et au moins 
2 facteurs de risque 
3 facteurs de risque 
Obésité Ratio taille/hanche > 0,9 
(hommes) ou > 0,85 
(femmes), et/ou IMC > 30 
Circonférence de la taille > 40 
(males) ou > 35 (femmes) 
Triglycérides sériques (mg/dL)  150  150 
HDL sériques (mg/dL) < 35 (males) et < 39 (femmes) < 40 (mâles) et < 50 (femmes) 
Pression artérielle (mm Hg)  140/90  130/85 
Glucose plasmatique à jeun 
(mg/dL)
Pas de données > 100 
Microalbuminurie 30 mg d’albumine/g créatinine Pas utilisée 
 
DT2 : diabète de type 2; IG : intolérance au glucose évaluée par un test de tolérance au glucose après 
ingestion orale de 75 g de glucose; IMC : index de masse corporelle; HDL : lipoprotéines à haute densité. 
 
 
Une forte relation inverse existe entre le poids de naissance et la présence du SM [112]. Il a 
été montré que le risque de le développer était 10 fois plus élevé chez les hommes qui avait 
eu un petit poids de naissance en comparaison aux individus qui étaient plus lourds à la 
naissance [54]. 
Il a été montré également que la prévalence à l’âge adulte est inversement associée à la 
circonférence crânienne, l’index pondéral et le poids à l’âge d’un an, et l’éruption dentaire 
[826]. Et, cette association entre poids de naissance et SM semble être indépendante de la 
consommation de cigarettes, de la consommation d’alcool et de la classe sociale à la 
naissance ou au moment de l’étude [603]. 
Il existe chez l’homme des évidences qu’un petit poids à la naissance suivi par un rapide 
gain de poids durant l’enfance (défini par une augmentation du Z-score du rapport 
poids/âge de plus d’une déviation standard au moment de l'étude; un Z-score représente la 
différence entre la moyenne et les valeurs de l’ensemble de la cohorte, et il est exprimé en 
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déviation standard) peut conduire chez le jeune enfant à une altération de la sensibilité à 
l’insuline [707] et plus tard dans la vie, à la survenue d’un diabète de type 2 
[52;213;229;469] et d’une obésité [563].  
Chez les femmes, un petit poids de naissance ainsi qu’un faible AG peut conduire plus tard 
dans la vie, au moment de la grossesse, au développement d’un diabète gestationnel. 
L’augmentation du risque est de 80 % chez celles dont le poids de naissance est < 2,5 kg, 
en comparaison au poids d’un groupe de référence (4,0 – 4,5 kg); il est de 60 % chez celles 
dont l’AG est compris entre 28 et 34 SA (en comparaison à 40 SA) [205]. Par la suite ces 
femmes sont plus à risque de développer un syndrome métabolique [795]. De plus, les 
descendants de mères diabétiques sont plus à risque de devenir obèses durant l’enfance et 
de développer à leur tour un diabète de type 2 [168;597]. 
Par ailleurs, l’association entre un rattrapage de croissance en période postnatale et la 
survenue d’un surpoids plus tard peut s’opérer indépendamment du poids de naissance. Des 
études ont montré qu’un rattrapage de la croissance ou une croissance trop rapide dans les 
toutes premières semaines de vie [717], à 4 mois [716] mais également jusqu'à l’âge de 4 
ans [521] est relié plus tard à l’obésité [718]. 
I - B HYPOTHÈSES ET MÉCANISMES 
I - B-1 DU THRIFTY GÉNOTYPE A LA PLASTICITÉ DÉVELOPPEMENTALE 
 
L’hypothèse fondamentale à la base du DOHAD est que les facteurs de l’environnement 
agissant précocement dans la vie ont des conséquences sur le risque de survenue de 
maladies plus tard dans la vie. 
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I - B-1-1 Interaction gène-environnement: le thrifty génotype (génotype d’épargne) 
 
Le concept de thrifty génotype émis par Neel et coll. [540] a été suggéré comme étant à la 
base de la relation poids de naissance/risque de survenue de maladies plus tard dans la vie. 
Les individus qui vivent dans des conditions difficiles où l’apport nutritionnel est instable 
peuvent augmenter leur survie s’ils emmagasinent un surplus énergétique (quand les 
conditions nutritionnelles sont optimales) sous forme de gras plutôt que sous forme de 
glycogène. Cela permet de fournir de l’énergie durant les périodes où l’apport nutritionnel 
est moindre (notamment durant les périodes de disette). Il n’est effectivement pas évident 
de comprendre comment un phénotype avec des effets négatifs (accumulation de gras) peut 
devenir favorable dans un processus de sélection naturelle. Pour cela, Nell et coll. 
suggérèrent l’existence de gènes thrifty (gènes d’épargne métabolique) qui prédisposent au 
diabète. Ces gènes permettent une meilleure utilisation des surplus d’énergie et ainsi de 
mieux supporter et donc de survivre aux périodes de disette. Parmi les gènes thrifty, sont 
concernés des gènes impliqués dans le métabolisme du glucose, de l’insuline [187]. A titre 
d’exemple, prenons la glucokinase qui est une enzyme qui phosphoryle le glucose en 
glucose-6-phosphate au niveau hépatique et pancréatique et dont le taux est important pour 
le métabolisme du glucose [624]. Des mutations hétérozygotes dans le gène de la 
glucokinase se traduisent par une réduction de la sécrétion d’insuline et par conséquent à 
une réduction de la croissance intra-utérine [304] et à une légère hyperglycémie tout au 
long de la vie due à un défaut de sensibilité au glucose par les cellules bêta [247;305]. 
Cependant, dans nos sociétés modernes où l’abondance de nutriments prédomine ainsi 
qu’un mode de vie sédentaire, Neel et coll. suggérèrent que le thrifty génotype, qui prépare 
les individus à une hypothétique famine qui n’arrivera jamais, peut conduire à des 
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phénotypes métaboliques désavantageux aboutissant à l’obésité et aux problèmes de santé 
qui sont reliés tels que le diabète de type 2. 
Bien que l’hypothèse des gènes thrifty soit populaire et fréquemment évoquée, elle a été 
sujet à de nombreux débats les dernières décennies. 
 
I - B-1-2 Le thrifty phénotype (phénotype d’épargne) 
 
Par la suite, l’hypothèse du thrifty phénotype proposée par Hales et Barker [294] a été créée 
pour essayer d’expliquer la relation entre une faible croissance fœtale et durant l’enfance, et 
une augmentation du risque de développer une intolérance au glucose [295] et un syndrome 
métabolique à l’âge adulte. Une malnutrition à différentes périodes de développement 
durant la vie fœtale et l’enfance est l’élément central à l’origine de cette hypothèse. 
Lorsque l’environnement du fœtus est pauvre (sous nutrition), il se met alors en place une 
résistance à l’insuline qui est une réponse adaptative permettant d’optimaliser la croissance 
des organes clés en réduisant la croissance des cellules somatiques afin que l’énergie soit 
disponible pour le cerveau et le cœur, au détriment des autres organes tels que le muscle, le 
foie et le pancréas. Une telle adaptation permet tout d’abord d’aider le fœtus à survivre à 
court terme, en ralentissant la croissance viscérale réduisant par conséquent la demande en 
nutriments. Cependant, cette résistance à l’insuline peut devenir délétère si la situation 
nutritionnelle change au cours de la vie postnatale et la nourriture s’avère abondante, 
favorisant l’accumulation de tissus adipeux et l’obésité, perpétuant la résistance à l’insuline 
[573]. Aujourd’hui cette hypothèse est connue sous le nom de programming métabolique.  
Par conséquent, les adaptations faites par des manipulations nutritionnelles sur le fœtus 
pourraient conduire à repositionner à long terme l’homéostasie énergétique cellulaire, plus 
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probablement via des modifications épigénétiques de gènes impliqués dans de nombreuses 
voies clés de régulation [733], programmant ainsi la survenue d’un diabète de type 2 plus 
tard dans la vie. 
 
I - B-1-3 Programming 
 
Le terme programming qui a été défini par Lucas et coll. en 1991 a été utilisé pour décrire 
un processus par lequel un stimulus ou une insulte appliqué à un moment crucial du 
développement peut conduire à des effets à long terme sur la structure ou fonction d’un 
organisme [478]. Vu l’importance de la nutrition sur la croissance et le développement, il 
n’est pas surprenant qu’une insulte nutritionnelle survenant à un moment critique (appelé 
période sensible ou critique) de la différenciation ou division cellulaire puisse altérer de 
manière permanente la structure et fonction d’un organe, affecter par conséquent les 
processus métaboliques. Les tissus ou systèmes corporels traversent des périodes critiques, 
souvent brèves, de croissance et de développement durant la vie fœtale et très tôt durant 
l’enfance. La croissance normale peut être divisée en 3 phases : une division cellulaire 
seule (hyperplasie), une division cellulaire avec l’élargissement concomitant des cellules 
(hypertrophie), et finalement l’hypertrophie seule sans augmentation du nombre de cellules 
[829]. Cette division de la croissance en 3 phases permet de mieux comprendre pourquoi 
une restriction calorique survenant très tôt dans la croissance affecte principalement la 
division cellulaire et conduit ainsi à un arrêt quasi définitif de la croissance, tandis qu’une 
restriction calorique survenant plus tard affecte alors la taille des cellules (réduction) et peut 
conduire à une reprise de la croissance, une fois la restriction calorique arrêtée [503;830]. 
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I - B-1-4 Empreinte métabolique 
 
Le terme d’empreinte métabolique [809] a été utilisé pour décrire les phénomènes 
biologiques incriminés dans la relation entre les expériences nutritionnelles survenant 
précocement dans la vie et le développement de pathologies plus tard dans la vie. Ce terme 
englobe les réactions adaptatives de l’organisme vis-à-vis de conditions nutritionnelles 
précocement dans la vie et se caractérisent par :  
1) une susceptibilité limitée à une fenêtre critique ontogénique très tôt dans le 
développement; 
2) un effet persistant tout au long de la vie d’adulte; 
3) des effets spécifiques et mesurables qui pourraient différer de manière quantifiable 
parmi les individus; 
4) une relation, de type dose-réponse ou seuil-dépendant, entre une exposition 
spécifique et ses conséquences (outcomes). 
 
I - B-1-5 Controverses et plasticité développementale 
 
Il existe un débat sur la pertinence de l’utilisation des termes "programming" (ce terme 
pourrait être mal utilisé car il fait davantage référence aux événements qui sont réversibles, 
plutôt qu’à ceux irréversibles) et "d’empreinte métabolique" (ce terme implique les 
événements précoces d’origine exclusivement métabolique, et il y a aussi un risque de 
possible confusion entre l’empreinte métabolique et les gènes d’empreintes). 
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Les physiologistes développementaux et les médecins utilisent le terme "programming" 
pour décrire le processus par lequel un stimulus ou une insulte à un moment critique du 
développement exerce des effets à long terme sur la structure et la fonction du corps. 
Barker recommande que le terme "programming" ne soit plus utilisé dans le contexte des 
origines développementales des maladies adultes [50], mais, de privilégier l’utilisation du 
terme plasticité développementale (la capacité que possède un simple phénotype à produire 
plusieurs formes alternatives de structure, d’état physiologique ou comportemental en 
réponse aux conditions environnementales) [50]. 
 
I - B-2 MÉCANISMES 
 
I - B-2-1 Nutrition 
 
L’hypothèse des origines développementales propose qu’une augmentation du risque de 
survenue de maladies à l’âge adulte soit induite par une réponse adaptative du fœtus vis-à-
vis de conditions néfastes telle qu’une déficience dans le statut nutritionnel de la mère [61].  
 
I - B-2-1-1 Études animales 
I - B-2-1-1-1 Restriction en protéines et calories 
Une restriction en protéines [419;611] et calorique [240;837] administrées durant toute la 
gestation chez la rate, ainsi qu’une restriction calorique administrée en période 
périconceptuelle chez le mouton [204] ont conduit dans leur descendance directe à l’âge 
adulte avoir une  pression sanguine augmentée, une fonction vasculaire altérée, notamment 
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par modification de la vasocontraction à l’Angiotensine II (AngII) tel qu’il a été mis en 
évidence tant in vivo [611] qu’ex vivo [855], de la vasorelaxation à l’acétylcholine [240], au 
carbachol et au SNP [117;611]. Les réponses des barorécepteurs en réponse à l’AngII [253] 
et à la phényléphrine [610] sont également changées. 
Également, une restriction en protéines durant la gestation conduit dans la descendance 
directe à une augmentation des niveaux circulant d’homocystéine (9,64 ± 4,10 μM vs. 5,67 
± 1,14 μM) [644]. En effet, chez l’animal, une augmentation des concentrations 
plasmatiques postprandiales de méthionine a été observée à la suite d’une restriction en 
protéines. Une hyperméthionémie peut conduire à une hyperhomocystéinémie à long terme 
[644]. Celle-ci peut également être la conséquence d’une diminution de certaines activités 
enzymatiques (cystathionine -lyase) se traduisant par une diminution du métabolisme de 
l’homocystéine. Un excès d’homocystéine pouvant affecter la méthylation de l’ADN, et 
ainsi altérer le développement du fœtus [495]. Une hyperhomocystéinémie a d’ailleurs été 
associée avec une augmentation de la pression sanguine diastolique [644], un défaut de 
relaxation induit par l’oxide nitrique [446] et à une intolérance au glucose [631]. 
Concernant les paramètres métaboliques, une restriction en protéines chez la rate gestante 
peut également conduire dans sa descendance à l’âge adulte à une intolérance au glucose 
[418] et à des changements dans l’activité des enzymes hépatiques [183]. Il a été aussi 
montré une diminution au niveau musculaire de l’expression de protéines impliquées dans 
la voie de signalisation de l’insuline ((PKC) zeta, p85, et du transporteur de glucose 4 
(GLUT4)) précédant le défaut de tolérance au glucose [574]. Les effets d’une restriction 
protéique sur le métabolisme du glucose sont graduels dans le temps : chez le jeune rat 
adulte (6 semaines), la tolérance au glucose est meilleure que pour les animaux contrôle 
[685], puis la tendance s’inverse pour développer un diabète en vieillissant [594]. Les 
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mécanismes pouvant expliquer une dégradation de la tolérance au glucose avec l’âge sont à 
ma connaissance, encore grandement inconnus, cependant une résistance à l’insuline serait 
plus impliquée chez les mâles tandis qu’une déficience en insuline serait plus importante 
chez les femelles [296]. Ce processus de dégradation de la tolérance au glucose pourrait 
être accéléré. En effet, une restriction en protéines durant la gestation, puis l’administration 
d’un régime riche en gras en période postnatale amplifie l’intolérance au glucose [828] et 
conduit également au développement d’individus obèses [596]. 
 
I - B-2-1-1-2 Régime riche en acides gras 
L’administration d’un régime riche en gras chez la souris (avant et durant la gestation et la 
lactation) et chez la rate (durant la gestation) ont conduit dans la descendance directe à 
l’âge adulte, à une élévation de la pression sanguine associée à une dysfonction des artères 
de résistance [666], un défaut de relaxation endothélium dépendant [385] et d’un point de 
vue métabolique, à une augmentation du rapport insuline/glucose dès la naissance [288].  
 
I - B-2-1-1-3 Micronutriments 
L’apport en micronutriments au cours de la gestation est également important. Parmi les 
micronutriments les plus couramment mentionnés comme ayant un rôle dans la 
programmation développementale notamment de l’hypertension, il a été montré qu’une 
restriction en fer [458] et en calcium [73] durant la gestation chez la rate, conduit dans la 
descendance directe à l’âge adulte à une élévation de la pression sanguine. 
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L’utilisation de modèles animaux a permis de montrer qu’une malnutrition (sous ou sur-
nutrition) administrée lors de la gestation et lactation peut programmer à long terme une 
augmentation de la pression sanguine associée à une dysfonction vasculaire et également 
conduire à des perturbations métaboliques. 
 
I - B-2-1-2 Études humaines 
L’importance de la nutrition maternelle est également supportée par de nombreuses études 
épidémiologiques. Un des meilleurs exemples pour étudier la malnutrition (sous-nutrition) 
durant la gestation et la survenue de pathologies à l’âge adulte provient des données 
épidémiologiques issues de la famine en Hollande entre 1944 et 1945. Les impacts à longs 
termes de la famine dépendent du moment d’exposition des mères (début, milieu ou fin de 
gestation). Les bébés les plus petits à la naissance ont été observés chez des femmes ayant 
été exposées en milieu et fin de gestation à la famine (poids des bébés à la naissance: 3,2 kg 
vs 3,4 kg pour une exposition à une famine en début de gestation vs pas d’exposition du 
tout à la famine), et ces enfants à l’âge adulte ont présenté une réduction de la tolérance au 
glucose [627], avec une augmentation de la pression sanguine. Cependant il n’y a pas eu de 
démonstration de l’effet d’une exposition prénatale à la famine sur la pression sanguine 
[647]. Dépendamment du trimestre d’exposition à une sous nutrition fœtale, les maladies 
cardiovasculaires développées par la suite ne sont pas les mêmes (Figure 1). 
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Figure 1 : Relation entre un défaut de nutrition fœtale durant la grossesse chez la femme et 
la survenue de pathologies à l’âge adulte, adapté de [48]. 
 
Tout comme il a été montré dans les modèles animaux, une malnutrition implique une 
déficience d’apports non seulement en macronutriments mais également en 
micronutriments. 
 
I - B-2-1-2-1 Macronutriments 
Parmi les constituants de l’alimentation les plus importants, Roseboom et coll. ont mis en 
évidence l’importance du ratio protéines/glucides équilibré durant la grossesse, 
particulièrement durant le dernier trimestre. Les recommandations durant la grossesse sont 
respectivement de l’ordre de 70 g/j pour les protéines et 50-55 % de la ration calorique 
journalière en glucides. Les enfants dont la mère a eu un déséquilibre entre l’apport de 
protéines par rapport aux glucides lors du dernier trimestre de grossesse présentent à l’âge 
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adulte, une élévation de la pression sanguine. Cette pression sanguine diminue de 0,6 mm 
Hg pour chaque augmentation de 1 % dans le rapport protéines/glucides lors du dernier 
trimestre de grossesse [648]. Le rapport protéines animales/glucides durant la grossesse et 
l’élévation de la pression sanguine dans la descendance est complexe [119]. Si la mère a 
consommé une quantité de protéines animales inférieure à 50 g/j, la pression sanguine dans 
sa descendance augmente avec l’augmentation de la consommation de glucides, alors que 
dans le cas où la consommation maternelle de protéines animales a été supérieure à 50 g/j, 
la pression sanguine chute avec l’augmentation de la consommation de glucides. 
Cela soulève l’importance d’une consommation plus importante de protéines que de 
glucides. Une consommation élevée de glucides par rapport aux protéines en début de 
gestation a été associée à un faible poids placentaire et un petit poids de naissance, ce qui 
pourrait expliquer l’élévation de la pression sanguine plus tard dans la vie [119]. 
Concernant les paramètres métaboliques, une diète maternelle contenant une importante 
quantité de protéines (112 g/j, à la fois animales (40 g/j) et végétales (72 g/j)) a été associée 
dans la descendance à l’âge de 40 ans, avec une déficience en insuline et un défaut de 
tolérance au glucose [687]. 
 
I - B-2-1-2-2 Micronutriments 
Le rôle de plusieurs micronutriments a été particulièrement mis en évidence dans le 
contexte qui nous intéresse. 
Le fer est un micronutriment essentiel qui a une fonction importante dans le métabolisme 
de l’hémoglobine et dans les processus oxydatifs. Une déficience en fer est la déficience 
nutritionnelle la plus communément rencontrée à l’échelle de la planète [3]. On estime que 
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20 % des femmes sont déficientes en fer, ce chiffre passe à 50 % chez les femmes enceintes 
[220]; la consommation journalière en fer augmente avec la grossesse, passant de 16 mg/j 
avant la conception à 30 mg/j lors du dernier trimestre. Une déficience en fer est aussi la 
principale cause d’anémie, qui se caractérise par de faibles concentrations d’hémoglobine. 
Une anémie maternelle durant la grossesse (taux d’hémoglobine < 11 g/dL) est associée 
avec une augmentation de la pression sanguine chez l’enfant (7-12 ans) [102;270]. 
Concernant le calcium, les recommandations journalières sont plus importantes pendant la 
grossesse, passant de 0,9 g/j avant la conception à 1,3 g/j afin d’assurer une bonne 
minéralisation des os du fœtus notamment lors du dernier trimestre. Hatton et coll. 
montrèrent que l’administration quotidienne de 2 g de calcium durant la gestation (de la 
13ème semaine jusqu’à la délivrance) diminue la pression sanguine de sa descendance à 3 
mois et 2 ans d’âge [306]. 
Le magnésium quant à lui ne semble pas être affecté par la programmation 
développementale [25]. 
L’acide folique est très important dans l’alimentation de la femme enceinte pour le 
développement normal du fœtus. Au cours de la grossesse, la demande en acide folique 
augmente due notamment au transport de l’acide folique au fœtus, à la croissance 
placentaire, à la synthèse des érythrocytes et au remplacement des pertes urinaires [682]. 
Les recommandations journalières sont de 0,6 mg/j chez la femme enceinte. Parmi les 
nombreuses complications associées à un déficit en folates, nous trouvons un décollement 
prématuré du placenta, une toxémie de grossesse, un avortement spontané et mort fœtale, 
un défaut de formation du tube neural incluant spina-bifida et anencéphalie, hydrocéphalie, 
prématurité et faible poids de naissance, anémie hémolytique, malformations congénitales 
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anatomiques et grossesse gémellaire [516]. Une déficience en folates (mais également en 
vitamine B12 et B6) augmente les niveaux d’homocystéine plasmatique. Des études ont 
montré qu’une augmentation dans ces concentrations de 1 μM pendant la grossesse 
(passant de 5 μM durant les 2 premiers trimestres à 6 μM dans le dernier trimestre) pouvait 
être associée à la fois avec un faible poids de naissance et une élévation de la pression 
sanguine chez l’enfant [342;735]. 
 
I - B-2-1-2-3 Importance du lait maternel 
En terme de nutrition postnatale, de nombreuses études ont noté des patterns de croissance 
différents entre les enfants nourris au sein et ceux nourris avec un lait de formule maternisé 
[13]. Les enfants nourris au sein sont plus minces durant les premières années de vie [471] 
et sont mieux protégés d’un risque d’obésité à l’adolescence [267]. Ces différences 
pourraient être le résultat en partie de réponses endocrines différentes vis-à-vis de 
l’alimentation, orchestrées par la leptine exogène présente dans le lait maternel [670]. C’est 
un peptide anorexigène très important principalement sécrété par le tissu adipeux blanc 
mais aussi le muscle, l’estomac et le foie, qui contribue à la régulation de la satiété et à la 
balance énergétique [720]. Les enfants nourris au sein semblent mieux réguler leur prise 
alimentaire aussi bien pendant l’allaitement [186] qu’une fois l’alimentation solide 
introduite [591]. Les niveaux plasmatiques de leptine diminuent rapidement chez les 
nouveau-nés après la naissance et ce déclin pourrait être associé au comportement 
alimentaire dans les premières semaines de vie. Ce processus pourrait expliquer pourquoi 
chez les enfants avec une restriction de croissance, chez qui les niveaux de leptine sont plus 
bas à la naissance, ils ont une accélération de la croissance très rapide en période postnatale 
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en favorisant la prise alimentaire [720]. L’allaitement maternel d’enfants nés 
prématurément [702] et à terme [827] a été associé avec une diminution de la pression 
sanguine respectivement chez le jeune enfant et à l’adolescence. Les mécanismes 
incriminés ne sont pas clairement définis, mais l’influence bénéfique de l’allaitement 
maternel sur la pression sanguine pourrait s’expliquer par la différence de composition 
entre le lait maternel et le lait de formule, notamment dans leur contenu en sodium et acides 
gras. Dans les pays occidentaux jusque dans les années 1980, le niveau de sodium contenu 
dans les laits formulés étaient plus élevés que dan le lait maternel [565]. Une faible 
consommation de sodium durant l’enfance a d’ailleurs été associée avec une faible pression 
sanguine tant à court qu’à long terme [261;327]. De plus, les acides gras à longue chaîne 
sont présents dans le lait maternel mais pas ou peu dans les laits de formule. Ils ont été 
montrés comme jouant un rôle important dans l’endothélium vasculaire et peuvent 
contribuer à un abaissement de la pression sanguine chez l’enfant [237] et l’adulte [523]. 
Aussi, chez les enfants prématurés allaités par leur mère, Lucas et coll. suggérèrent qu’une 
croissance relativement lente pourrait favoriser une faible pression sanguine [478]. D’un 
point de vue métabolique, un allaitement maternel pendant 6 à 8 semaines réduit le risque 
d’élévation de marqueurs d’insulino résistance (32,33 split proinsuline, rapport 
leptine/adiponectine) [6] et il assurerait une protection contre le développement de l’obésité 
durant l’enfance (39-42 mois) [32]. Par conséquent, il semble que l’allaitement maternel 
peut limiter le développement de pathologies cardiométaboliques survenant plus tard dans 
la vie. 
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I - B-2-1-2-4 Alimentation artificielle 
Depuis plusieurs années, il a été établi que les enfants prématurés possèdent de faibles 
défenses antioxydantes, les exposant par conséquent à des blessures oxydatives lorsqu’ils se 
retrouvent dans des conditions pro-oxydantes. Celles-ci pourraient être la résultante d’une 
part d’activités enzymatiques plus basses, telles que la catalase (CAT), la superoxide 
dismutase cuivre/zinc (Cu/Zn SOD) ou la glutathion peroxydase (GPx) dont les différents 
rôles seront détaillés plus loin [263]. D’autre part, des niveaux plus bas de vitamines C, E et 
A ont été retrouvés chez des enfants prématurés (29-36 semaines d’aménorrhée) en 
comparaison à des enfants nés à terme (39-41 semaines d’aménorrhée) [63]; enfin les 
niveaux tissulaires de glutathion réduit (GSH) sont retrouvés jusqu’à 50 fois plus bas que 
chez les adultes [282] (voir la partie sur le stress oxydant, paragraphe I - B-2-9). 
Du fait de l’immaturité de leur système digestif, les enfants prématurés ne peuvent pas être 
immédiatement nourris oralement, ils reçoivent une nutrition parentérale durant les 
premiers jours/semaines de vie. Il semble que les solutés infusés contenant une émulsion 
lipidique, peuvent affecter la pression sanguine du fait de contaminations par les produits 
issus de la photo-oxydation, tels les peroxydes organiques [543] et inorganiques [431], 
médiateurs de la vasomodulation [800]. Dans un modèle animal d’alimentation parentérale, 
Lavoie et coll. ont montré que l’infusion d’émulsion lipidique contaminée par des 
peroxydes augmente la pression sanguine, associée avec une altération de la vasomotricité 
[432]. De plus, les peroxydes peuvent également altérer certains paramètres métaboliques : 
une augmentation de la glycémie chez les enfants ayant reçu une solution de nutrition 
parentérale non protégée de la lumière a récemment été rapportée [386]. Ces données 
soulèvent l’importance de la protection de l’exposition à la lumière des solutions de 
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nutrition parentérales. Des recherches sont actuellement en cours afin de trouver des 
systèmes plus efficaces pour mieux protéger les nouveau-nés de ce stress oxydant postnatal. 
 
I - B-2-2 Les glucocorticoïdes 
La programmation développementale de l’hypertension et du diabète de type 2 a été 
associée avec une exposition durant la vie fœtale à un excès de glucocorticoïdes [679]. La 
11 hydroxystéroide deshydrogénase de type 2 (11-HSD-2) est une enzyme présente en 
abondance dans le placenta qui inactive les glucocorticoïdes en métabolisant le cortisol 
chez l’homme et la corticostérone chez le rat respectivement en cortisone et en 11-
dehydrocorticostérone. Elle protège le fœtus d’une exposition à un excès de 
glucocorticoïdes maternels, par conséquent dans les conditions normales, les concentrations 
fœtales de cortisol sont plus basses que celles retrouvées dans la circulation maternelle 
[202]. 
I - B-2-2-1 Études animales 
Une restriction durant la gestation aussi bien en protéines chez la rate [423] qu’en calories 
chez la brebis [822] ont conduit à une diminution de l’activité de la 11-HSD-2, exposant 
par conséquent le fœtus aux forts niveaux de corticostérone endogène de la mère et cela 
pourrait expliquer l’augmentation de la pression sanguine observée à l’âge adulte. 
Également, l’inhibition de la 11-HSD-2 par le carbenoxolone durant la gestation conduit à 
une diminution du poids de naissance et à une élévation de la pression sanguine à l’âge 
adulte [467]. 
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Ces données montrent l’importance que la 11-HSD-2 soit fonctionnelle pour assurer une 
protection du fœtus vis-à-vis des corticoïdes maternels et le prévenir d’une augmentation de 
sa pression sanguine plus tard dans la vie. 
L’implication des glucocorticoïdes dans la programmation développementale de 
l’hypertension à l’âge adulte a été démontrée notamment par l’administration de 
dexamethasone (qui n’est pas inactivée par la 11-HSD-2, par conséquent peut traverser le 
placenta), durant la gestation chez la rate [69] et la brebis [589]. Cela a conduit dans la 
descendance directe à une augmentation de la pression sanguine non seulement chez 
l’adulte mais aussi chez le fœtus [182;394]. Cette augmentation de la pression sanguine 
s’accompagne chez le mouton de modifications dans la fonction vasculaire se manifestant 
par une augmentation de la résistance vasculaire fémorale chez le fœtus [182] et à l’âge de 
4mois d’une altération de la vasoréactivité des artères coronaires notamment à l’AngII 
[642]. Parmi les mécanismes (Figure 2) reliant une exposition aux glucocorticoïdes en 
période fœtale et l’élévation de la pression sanguine on trouve une réduction dans le capital 
néphronique à la fois chez les rongeurs [189;568] et le mouton [832], une altération de 
l’activité du système rénine angiotensine (SRA), avec une augmentation de l’expression des 
récepteurs-1 et -2 de l’AngII (AT1R et AT2R) et de l’enzyme de conversion de 
l’angiotensine (ECA) [831;866]. 
L’axe hypothalamo-hypophysaire surrénalien (HHS) est une cible importante dans le 
programming et de nombreux modèles animaux ont montré qu’un excès de 
glucocorticoïdes prénataux affecterait l’activité de cet axe. En effet, une exposition au 
dexamethasone ou à un inhibiteur de la 11-HSD-2 augmente le niveau basal de la 
corticostérone plasmatique et la réactivité de l’axe HHS chez les rats adultes [455], chez le 
mouton [704], le cochon d'Inde [175;470] et chez les primates [771]. Cela peut s’exercer 
31 
 
 
via des effets permanents sur l’expression des gènes des récepteurs aux glucocorticoïdes 
(GR) et/ou minéralocorticoïdes (MR) présents au niveau de l’hippocampe, conduisant ainsi 
à une élévation de la pression sanguine [817]. 
La période d’exposition aux glucocorticoïdes semble être importante pour programmer une 
hypertension par la suite. Il semble exister chez le mouton une fenêtre critique en fin de 
gestation (au 139e jour de gestation chez le mouton) durant laquelle les actions du cortisol 
contribuent au développement de la réactivité vasculaire à l’AngII [805], alors qu’une 
exposition aux glucocorticoïdes dès le début de la gestation est suffisante pour conduire à 
une élévation de la pression sanguine [193]. Chez le rat, une exposition survenant soit la 
dernière semaine de gestation, ou même simplement pendant 2 jours durant cette dernière 
semaine peut programmer une hypertension à l’âge adulte [455]. 
D’un point de vue métabolique, l’utilisation de dexamethasone durant la gestation chez la 
rate a permis de montrer qu’une exposition excessive du fœtus aux glucocorticoïdes le 
programme pour développer une hyperglycémique et une hyperinsulinémique à l’âge adulte 
et ne semble pas être le résultat d’une activité anormale de l’axe HHS [553]. L’altération du 
métabolisme du glucose à la suite de l’administration de glucocorticoïdes anténataux 
semble être indépendante d’une restriction de croissance in utero (RCIU) [527]. 
Les mécanismes par lesquels des niveaux supra-physiologiques de glucocorticoïdes 
programment une hyperglycémie ne sont pas totalement élucidés (Figure 2). Ces effets 
pourraient être la conséquence d’altérations de la structure ou fonction du pancréas 
endocrine et/ou de la sensibilité à l’insuline des tissus cibles. Les glucocorticoïdes peuvent 
réguler l’expression d’enzyme hépatiques, notamment la phosphoénolpyruvate 
carboxykinase (PEPCK) qui est une enzyme limitante de la gluconéogenèse [608]. Chez le 
rat, à la suite d’une exposition prénatale aux glucocorticoïdes, uniquement durant la 
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dernière semaine de gestation, une augmentation dans l’activité et dans l’expression de 
PEPCK [552] a été observée. Une surexpression de PEPCK a été associée à une intolérance 
au glucose [778] et à un défaut de suppression de la gluconéogenèse par l’insuline [649]. 
 
I - B-2-2-2 Études humaines 
Les glucocorticoïdes sont utilisés en pratique obstétricale principalement pour accélérer la 
maturation pulmonaire dans les cas de naissance d’enfants prématurés à venir [380], par 
conséquent réduisant la mortalité de ces enfants [166] et ne provoquent pas de retard de 
croissance comme chez le rat. La 11-HSD-2 a été montrée comme étant diminuée dans les 
grossesses compliquées par une restriction de croissance intra utérin [508;683]. Chez 
l’homme la 11-HSD-2 peut être inhibée par des xénobiotiques tels que la licorice ainsi que 
part des mutations dans le gène codant pour la 11-HSD2 [221]. Les patients atteints du 
syndrome d’excès apparent en minéralocorticoïdes présentent des mutations dans le gène 
codant pour la 11-HSD2, principalement dans les exons 3, 4 ou 5, par conséquent une 
non-expression de la 11-HSD2 permettant ainsi la stimulation par les glucocorticoïdes des 
récepteurs de l’aldostérone. Cela est associé entre autres avec une réduction significative du 
poids de naissance [172] et à une hypertension hypokaliémique juvénile [769]. 
Les études à long terme d’une exposition fœtale aux glucocorticoïdes chez l’homme ne sont 
pas très nombreuses et ont peu de recul [11]. Les enfants prématurés ayant été exposés aux 
glucocorticoïdes et qui ont survécu ont simplement atteint la trentaine. 
Certaines études montrent aussi bien une augmentation de la tension artérielle à 
l’adolescence chez des enfants qui ont été exposés in utero aux glucocorticoïdes [196], ou 
une absence d’augmentation voir même une tension artérielle plus basse [185]. La 
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comparaison entre l’administration de glucocorticoïdes sous forme d’une injection ou 
d’injections répétées pour regarder les effets à long terme sur la tension artérielle, n’a, à ma 
connaissance, jamais été réalisée. 
Concernant les paramètres métaboliques, des enfants ayant été exposés in utero aux 
glucocorticoïdes présentent à l’âge adulte non pas une augmentation dans la prévalence 
mais dans le risque de survenue du diabète de type 2 [169]. 
Comme chez l’animal, l’axe HHS chez l’homme peut être programmé par l’environnement 
in utero, notamment après une exposition aux glucocorticoïdes [500] Chez l’homme, 
l’accès à la sensibilité des récepteurs aux glucocorticoïdes est difficile à mettre en évidence. 
Des niveaux élevés de cortisol urinaire et plasmatique ont été retrouvés respectivement 
chez des enfants [147] et des adultes [601] avec un petit poids de naissance, ainsi qu’une 
augmentation de l’axe HHS en réponse à une stimulation par l’hormone 
adrenocorticotrophique (ACTH) [634]. 
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Figure 2 : Principaux mécanismes conduisant à une élévation de la pression sanguine et à 
la survenue d’un diabète de type 2 à la suite d’une exposition fœtale aux glucocorticoïdes 
d’origine maternelle. 
PEPCK : phosphoenolpyruvate carboxykinase; 11-HSD-2 : 11 hydroxystéroide deshydrogénase de type 2; SRA: 
système rénine angiotensine; AT1R : récepteur de type-1 de l’angiotensine II; AT2R : récepteur de type-2 de 
l’angiotensine II; 
ECA : Enzyme de conversion de l’angiotensine II; HHS : axe hypothalamo hypophysaire; MR : récepteur aux 
minéralocorticoïdes; GR : récepteur aux glucocorticoïdes 
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I - B-2-3 Modulations rénales 
 
Le rein joue un rôle important dans la programmation développementale de l’hypertension 
artérielle. Une réduction du nombre de néphrons a été impliquée à la fois dans 
l’augmentation de la pression sanguine et dans l’altération de la fonction rénale à long 
terme [97;786]. 
 
I - B-2-3-1 Études animales 
Durant la gestation, une restriction protéiques [425], une ligature partielle des artères 
utérines [509;599], une exposition à de hauts niveaux de glucocorticoïdes (dexamethasone) 
[130], un diabète maternel [541], une hyperinsulinémie maternelle [613], une déficience en 
vitamine A [79] ont conduit dans la descendance à avoir un faible poids de naissance et un 
nombre réduit de néphrons. Cela peut avoir comme conséquences des altérations dans 
l’expression des gènes et des facteurs de croissance nécessaires au bon déroulement de la 
néphrogenèse [7] et dans les cas d’insuffisance placentaire, il a été montré qu’une perte de 
néphrons pouvait être la conséquence d’une augmentation au niveau rénal de l’apoptose 
(diminution des protéines anti-apoptotiques et augmentation des protéines pro-
apoptotiques), ce qui conduit à une glomérulosclérose et à une augmentation de la pression 
sanguine artérielle [599]. Ces mécanismes sont mentionnés ci-dessous dans la Figure 3. 
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Figure 3 : Relation entre insuffisance utéro-placentaire et l’augmentation de la pression 
sanguine implication des protéines clés de l’apoptose. Adaptée à partir de [506]. 
 
Insuffisance utéro-placentaire en fin de gestation 
chez la rate
Nombre de néphrons 
Glomérulosclérose 
Pression artérielle 
Hyperfiltration 
Volume glomérulaire 
Déséquilibre entre proteines pro-
apoptotiques (Bcl-2) et anti-
apoptotiques (Bax)
37 
 
 
La néphrogenèse chez le rat se termine entre le 8e et le 10e jour de vie postnatale, par 
conséquent elle peut être influencée par l’environnement postnatal, notamment par la 
nutrition postnatale. En effet, Boubred et coll. [89] ont montré qu’une surnutrition dès la 
naissance (obtenue par une réduction dans la taille des portées) conduit à une augmentation 
de la prise de poids pendant la période de lactation, une augmentation du nombre de 
glomérules et à une réduction du volume glomérulaire. Mais cela s’accompagne d’une 
élévation de la pression sanguine et d’une glomérulosclérose à l’âge adulte. Par conséquent 
ces dysfonctions peuvent se développer indépendamment d’un nombre réduit de néphrons. 
Les mécanismes ne sont pas clairement établis mais une sur-activation de l’axe HHS 
induite par une hyperinsulinémie et une hyperleptinémie après une surnutrition en période 
postnatale pourrait être envisagée [612]. 
I - B-2-3-2 Études humaines 
Chez l’homme, le nombre total de néphrons est compris entre 300 000 à 1 million, avec une 
moyenne à 600 000. La néphrogenèse est complétée vers 32-34 semaines de grossesse, et il 
est admis qu’il n’y a pas de formation de nouveaux néphrons après la naissance, par 
conséquent un déficit néphronique observé à la naissance persistera tout au long de la vie. 
Après la naissance, la maturation postnatale consiste entre autre à une augmentation de la 
taille glomérulaire et de la longueur tubulaire, processus impliquant le SRA rénal. 
Pour Brenner et coll. [97;98], l’hypertension essentielle observée à la suite d’un RCIU est 
la conséquence d’une réduction du nombre de néphrons qui conduit à une rétention en 
sodium et à une hypertension. Plus précisément, une réduction dans le nombre de néphrons 
conduit à une hyperfiltration, une élévation de la pression dans les néphrons présents, suivie 
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d’une glomérulosclérose aboutissant à la perte des néphrons. Par conséquent, chez ces 
individus la pression sanguine moyenne continue à augmenter pour permettre le maintien 
de la fonction hémodynamique avec comme conséquence une blessure rénale progressive et 
irréversible [99;483;484]. 
Les données issues de la famine en Hollande ont permis de montrer qu’une malnutrition 
survenant en milieu de gestation, correspondant à la période de néphrogenèse, conduit dans 
la descendance à l’âge adulte à une albuminurie et à une diminution dans le nombre de 
néphrons [579]. Les individus nés petits pour l’AG sont à risque de développer des 
maladies chroniques du rein [297;337;792], les enfants prématurés sont plus vulnérables 
pour le développement de pathologies rénales. Il a été montré que chez ces enfants, il y 
avait un arrêt de la néphrogenèse, avec une formation incomplète de néphrons [641], et 
durant l’enfance la taille des reins était plus petite [675]. 
I - B-2-3-3 Changements dans le nombre de néphrons et pression sanguine 
Concernant l’association entre une réduction du nombre de néphrons et la programmation à 
long terme de l’hypertension et des maladies rénales que je viens de vous décrire à la fois 
chez l’animal et l’homme, une précision s’impose. Brenner et coll. ont suggéré qu’une 
réduction relativement importante dans le nombre de néphrons chez l’homme (de plus de 
50 %) [98] et chez l’animal (de plus de 70 %) [700] conduira au développement d’une 
hypertension relativement rapidement. Alors que dans le cas d’une réduction modérée dans 
le nombre de néphrons, l’hypertension et les maladies rénales se développeront mais en 
présence de facteurs additionnels, notamment des facteurs nutritionnels [41;98;785]. 
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Par conséquent ces données suggèrent que des perturbations durant la période de 
néphrogenèse peuvent programmer à long terme le développement d’une hypertension et de 
maladies rénales chroniques. 
I - B-2-4 Le système rénine angiotensine 
 
Depuis les travaux de Goldblatt et coll. en 1934 sur l’hypertension rénovasculaire, il est 
devenu évident que le SRA joue un rôle majeur dans l’hypertension [271]. En effet, il 
régule la pression sanguine, l’homéostasie des fluides dans les conditions physiologiques et 
cela grâce à son effecteur principal, l’AngII. Brièvement, la formation de l’AngII est initiée 
par la rénine qui clive l’angiotensinogène en Angiotensine I qui est ensuite clivé par 
l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) en AngII. Dans des conditions 
pathologiques telles que l’hypertension, l’athérosclérose et le diabète de type 2, l’AngII 
contribue au travers de ses actions vasoconstrictrices, mitogéniques, pro-inflammatoires et 
pro-fibrotiques, à altérer le tonus vasculaire, la dysfonction endothéliale, le remodelage 
vasculaire, et l’inflammation vasculaire [281;752;757;823]. Le fait que le SRA soit un 
facteur causal [422;686] ou un facteur contributeur [203] de l’hypertension artérielle fait 
encore débat. 
 
I - B-2-4-1 Études animales 
Une restriction de protéines administrée durant toute la gestation chez la rate conduit à une 
augmentation de l’expression du récepteur AT1 aussi bien au niveau cérébral qu’au niveau 
des artères carotidiennes, associée avec une augmentation de la pression sanguine 
[610;855]. L’infusion intracérebroventriculaire ou intraveineuse d’antagoniste d’AT1 chez 
la descendance de mères ayant été exposées à une diète faible en protéines in utero a 
40 
 
 
normalisé la pression artérielle [610;855]. Également, une restriction de protéines 
administrée durant la gestation chez la rate conduit dans la descendance à augmenter la 
vasoréactivité à l’AngII [855], l’activité de la rénine plasmatique et les niveaux de 
l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA). L’utilisation d’inhibiteur de l’enzyme de 
conversion de l’AngII (iECA) a permis de normaliser l’élévation de la pression sanguine 
rencontrée dans ces modèles [422;491;611]. 
Le SRA est fortement exprimé durant le développement rénal [291]. L’administration d’une 
diète faible en protéines in utero [838], ou une insuffisance placentaire [283] chez la rate en 
gestation ont conduit dans la descendance au niveau rénal à une suppression du SRA qui 
s’accompagne d’une réduction du nombre de néphrons et d’une augmentation de la 
pression sanguine à l’âge adulte. 
Ces données ont permis de montrer un rôle majeur du SRA central et périphérique dans la 
programmation développementale de la pression sanguine à l’âge adulte à la suite d’une 
privation anténatale en nutriments. 
L’exposition aux glucocorticoïdes chez le fœtus peut aussi modifier le SRA, en augmentant 
l’expression d’AT1 [14] chez le rat, ainsi que la vasoréactivité à l’AngII [642;643] chez le 
mouton nouveau-né pouvant ainsi expliquer l’augmentation de la pression sanguine à l’âge 
adulte. 
 
I - B-2-4-2 Études humaines 
Une augmentation de l’activité de la rénine dans le sang de cordon, ainsi que du nombre de 
cellules contenant la rénine au niveau rénal a été retrouvée chez les nouveau nés avec un 
retard de croissance [388;740]. Le traitement avec un iECA après le premier trimestre de 
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gestation chez la femme conduit au développement chez le fœtus de malformations 
congénitales [155] (oligohydramnios, retard de croissance intra-utérin, dysplasie rénale, 
blessure rénale, anurie et même conduire au décès) qui sont sûrement la conséquence d’un 
défaut de développement rénal induit par l’administration d’iECA [734]. 
Ces données suggèrent un rôle important du SRA dans le développement rénal et vasculaire 
normal chez l’homme. 
 
I - B-2-5 Insuffisance placentaire 
 
La croissance fœtale est dépendante du transfert continu d’oxygène et de nutriments à 
travers le placenta. Il semble bien établi que l’insuffisance utéro placentaire, plus qu’une 
malnutrition maternelle, soit la principale cause de RCIU dans les pays occidentaux [315]. 
Un faible poids de naissance pour l’âge gestationnel est associé avec une augmentation du 
risque de développer des maladies cardiovasculaires et métaboliques à l’âge adulte [449]. 
Les facteurs qui pourraient être responsables de ce défaut de croissance et de 
développement sont nombreux. Il a entre autre été montré que le facteur de croissance 
ressemblant à l’insuline (IGF)-2 est important pour le développement et la croissance 
fœtale, notamment parce que IGF-2 est produit par le placenta [177;684]. 
 
I - B-2-5-1 Études animales 
L’utilisation de modèles animaux semble être le meilleur modèle pour étudier les effets 
d’une restriction de croissance intra utérine (RCIU) sur les paramètres vasculaires et 
métaboliques. Pour cela, l’artère utérine va être ligaturée (une ou les deux), conduisant à 
une réduction de l’apport sanguin au fœtus. Une insuffisance placentaire chronique chez le 
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cochon d’Inde conduit à une diminution de l’expression d’insuline-like growth factor-2 
(IGF-2) au niveau placentaire [126], alors que chez le rat l’expression d’IGF-2 se trouve 
être augmentée, cela peut sûrement s’expliquer comme étant un mécanisme compensatoire 
pour favoriser la croissance fœtale [312]. 
Chez la rate gestante, une réduction de la perfusion placentaire a conduit dans la 
descendance directe à un petit poids de naissance, à une augmentation dès l’âge de 4 
semaines de la pression sanguine [20] associée à une altération de la vasoréactivité [587], et 
en vieillissant à une augmentation de la pression pulsée [678]. Pour expliquer ces 
phénomènes, un nombre réduit de néphrons à la suite d’une diminution de la perfusion 
placentaire peut être envisagé (voir mécanismes décrits dans le paragraphe I - B-2-3, ci-
dessus). 
Une insuffisance placentaire peut aussi altérer les paramètres métaboliques. En effet, une 
ligature des artères utérines chez la rate conduit sa descendance à développer une 
intolérance au glucose, une résistance à l’insuline [357] et une hyperleptinémie [312]. Cela 
pourrait s’expliquer par une augmentation de l’activité du système nerveux sympathique 
qui pourrait contribuer à la relâche de la noradrénaline [444] et de l’adrénaline [179] 
induisant une résistance à l’insuline dans le muscle squelettique. Également, une 
augmentation du stress oxydant à été retrouvée dans le liquide amniotique après réduction 
de la perfusion utéro-placentaire [312]. Il n’est pas à exclure que cela conduise à un diabète 
de type 2 par la suite [698]. Un diabète gestationnel chez la rate après une insuffisance 
utéro-placentaire chez la mère de ces rates, conduit dans la descendance à l’âge adulte 
(deuxième génération) au développement d’un diabète de type 2, la conséquence d’un 
défaut à la fois dans la sécrétion et l’action de l’insuline [85]. 
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I - B-2-5-2 Études humaines 
Il a été montré dans des grossesses compliquées par un RCIU et une prééclampsie, que le 
flot sanguin était diminué [301], que la taille du placenta était réduite soit due à un défaut 
dans les mécanismes de croissance et d’angiogenèse placentaire ou bien à la suite d’une 
invasion endovasculaire inadéquate des artères spirales du trophoblaste [103]. Par 
conséquent, cela réduit le flot sanguin à l’intérieur de l’espace intervilleux du placenta et 
pourrait conduire à diminuer l’apport du fœtus en nutriments notamment en oxygène. 
L’hypoxie et les espèces réactives de l’oxygène (ERO) et de l’azote (ERN) altèrent la 
fonction des protéines du placenta et les voies métaboliques [536]. En effet, un RCIU est 
associé avec une augmentation au niveau placentaire des cytokines inflammatoires, un 
défaut d’angiogenèse et dans l’expression de gènes régulant le métabolisme des nutriments, 
et une diminution de l’expression de facteurs de croissance [257;358;724]. 
Depuis la fin des années 1980, de nombreuses études ont montré une association entre un 
RCIU et le développement du syndrome métabolique plus tard dans la vie, incluant une 
hypertension artérielle, une hypercholestérolémie, un défaut de tolérance au glucose, et un 
diabète de type 2 [53;54;295;451;569;646]. Aussi bien en Europe [451;646], initialement à 
Hertfordshire en Grande Bretagne [49;295;569], qu’en Asie [715] et en Afrique [454]. 
Les mécanismes programmant le développement d’une hypertension et d’un diabète de 
type 2 après une insuffisance utero placentaire sont mentionnés ci-dessous (Figure 4). 
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Figure 4 : Programmation développementale de l’hypertension et du diabète de type 2 à la 
suite d’une insuffisance utéro-placentaire. Adaptée de [536]. 
11-HSD-2 : 11 hydroxystéroide deshydrogénase de type 2 
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I - B-2-6 Système nerveux sympathique 
 
I - B-2-6-1 Études animales 
Une altération du système nerveux sympathique mise en évidence par une augmentation 
des niveaux de catécholamines circulantes [322;364;595] a été observée dans des modèles 
animaux avec RCIU et peut contribuer à altérer le métabolisme énergétique et la fonction 
cardiovasculaire. Cela a été observé aussi bien chez des rats ayant été exposés à une diète 
faible en protéines in utero [595], qu’après une insuffisance placentaire chez le rat [322] et 
le mouton [364].  
La dénervation rénale chez des rats avec RCIU, à la suite d’une insuffisance placentaire, a 
permis de normaliser la pression sanguine, traduisant par conséquent l’importance des nerfs 
rénaux afférents, et donc du système nerveux sympathique, dans la programmation de 
l’hypertension à l’âge adulte [21]. 
 
I - B-2-6-2 Études humaines 
Chez l’homme, plusieurs études ont rapporté une augmentation de l’activité sympathique 
aussi bien par une mesure indirecte, en mesurant le pouls au repos [600], que de manière 
directe en étudiant la réponse de la fonction cardiaque au stress [349] et en mesurant 
l’activité nerveuse sympathique au niveau musculaire [84]. Une activité efférente 
sympathique réduite en conditions basales, mais similaire en conditions de stress a été 
rapportée dans une étude de 9 jeunes adultes nés avec un petit poids de naissance (< 2500g) 
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vs 9 contrôles [816]; cette étude suggère que la réponse sympathique au stress est majorée 
chez les individus nés avec un petit poids de naissance. 
Par conséquent, une altération du système nerveux sympathique à la suite d’une 
perturbation du milieu in utero pourrait participer à la programmation développementale de 
l’hypertension et du diabète de type 2. 
 
I - B-2-7 Hormones sexuelles 
 
I - B-2-7-1 Études animales 
Des différences de genre ont été observées dans la programmation développementale de 
l’hypertension. Plusieurs études ont rapporté chez des RCIU à la suite d’une insuffisance 
placentaire [20], d’une restriction calorique ou protéique maternelle [572;839], d’une 
surnutrition [385] ou d’une hyperinsulinémie maternelle [111] une augmentation de la 
pression sanguine uniquement chez les mâles, les femelles étant épargnées. Également, des 
dysfonctions vasculaires après une exposition à une hypoxie ou à une restriction calorique 
maternelle [313;572] ont été uniquement observées chez les mâles. 
La castration abolit l’hypertension observée chez les mâles [561] tandis qu’une 
ovariectomie induit une augmentation de la pression sanguine chez les femelles [560] avec 
RCIU. Ces données suggèrent un rôle protecteur des œstrogènes sur l’élévation de la 
pression sanguine  
« programmée » par des conditions délétères en période anténatale, tandis que la 
testostérone contribuerait au développement de l’hypertension (voir Figure 5). 
Cet effet protecteur des œstrogènes vis à vis de l’élévation de la pression sanguine pourrait 
impliquer entre autre le SRA rénal. Les œstrogènes peuvent moduler les actions 
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vasoconstrictrices et vasodilatatrices du SRA [104] notamment par la voie de l’enzyme de 
conversion de type 2 de l’AngII (ECA2) qui génère l’Angiotensine (1-7) et favorise un effet 
vasodilatateur. Cela conduit à une normalisation de la pression sanguine chez des femelles 
avec RCIU [560]. 
La testostérone est un important régulateur de la croissance et la différenciation durant le 
développement fœtal [174;791]. Une perturbation de l’environnement intra utérin peut 
conduire à des changements de l’axe HHS et ainsi altérer l’axe hypophyso-gonadique 
[668], menant à une altération des niveaux de testostérone. La testostérone peut aussi 
influencer le SRA au niveau du tubule proximal en augmentant l’activité de l’échangeur 
NA/H (favorisant la réabsorption du sodium) pouvant ainsi augmenter la pression sanguine 
[618]. L’expression de l’ARNm de l’angiotensinogène au niveau du rein et du foie est 
dépendante de la testostérone [141;210]. 
D’un point de vue métabolique, peu d’études animales à ma connaissance ont montré une 
différence de genre dans la programmation fœtale des maladies métaboliques. Une 
restriction de protéines durant la gestation conduit dans la descendance à une différence de 
comportement dans la consommation de macronutriments selon le sexe: les mâles 
consomment plus de gras et moins de glucides, tandis que les femelles consomment plus de 
protéines et moins de glucides et ont une masse adipeuse abdominale augmentée par 
conséquent sont plus obèses et plus enclines à développer un diabète de type 2. 
 
I - B-2-7-2 Études humaines 
Le risque de survenue de pathologies cardiovasculaires n’est pas le même entre les femmes 
et les hommes dans la population générale. Dans le contexte de l’étude des influences de la 
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période périnatale sur les pathologies adultes, des différences entre les sexes sont aussi 
notées. Chez les femmes le taux de mortalité par maladies cardiovasculaire (maladies 
coronariennes, AVC, maladies circulatoires) est le plus élevé chez celles dont le poids à la 
naissance était en dessous de la moyenne et chez celles dont le poids à l’âge d’un an était 
supérieur à la moyenne. Chez les hommes, ce même taux est le plus élevé chez ceux dont le 
poids à la naissance et le poids à l’âge d’un an étaient sous la moyenne [569].
Une relation inverse entre le poids à la naissance et la pression sanguine a été montrée tant 
chez les hommes que les femmes [635;745] mais la relation inverse entre le poids de 
naissance et les maladies coronariennes à l’âge adulte est plus importante chez les femmes 
dont le poids de naissance était dans les plus petits percentiles [635]. 
Un petit poids de naissance est associé avec des altérations dans la physiologie 
cardiovasculaire genre-dépendante durant l’enfance : les garçons ont une résistance 
vasculaire systémique plus élevée tandis que les filles ont une augmentation de l’activité 
sympathique cardiaque [363]. Une association entre un faible poids de naissance et le 
développement chez le jeune adulte de maladies chroniques rénales a été observée 
uniquement chez les hommes [462]. 
D’un point de vue métabolique, une résistance à l’insuline chez la mère est associée à une 
résistance à l’insuline uniquement chez ses filles [533]. Également, le fait d’avoir un père 
diabétique augmente le risque de développer un diabète de type 2 plus tard dans la vie 
uniquement pour la descendance mâle [466]. 
Ces données suggèrent que des facteurs liés au genre, comme les œstrogènes, ont un effet 
protecteur sur le risque de développer une hypertension et un diabète de type 2. 
49 
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Figure 5 : Modulation de la pression sanguine par les hormones sexuelles. 
ECA2 : enzyme 2 de conversion de l’angiotensine II; SRA : système rénine angiotensine 
 
 
 
I - B-2-8 Facteurs épigénétiques 
 
 
Il est envisagé que des influences environnementales précoces dans le développement 
pouvaient induire des variations épigénétiques pouvant par conséquent affecter de manière 
permanente le métabolisme et le risque de maladies cardiovasculaires. 
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I - B-2-8-1 Définition 
L’épigénétique peut se définir comme l’étude des changements dans l’expression des gènes 
qui ne sont pas provoqués par des changements dans la séquence d’ADN [636]. Cela 
permet à plusieurs gènes d’être actifs alors que d’autres restent silencieux de manière 
transitoire ou permanente. Les mécanismes épigénétiques peuvent déterminer non 
seulement l’expression constitutive des gènes, mais également altérer de manière 
inappropriée l’expression des gènes en réponse aux signaux extracellulaires. Les facteurs 
épigénétiques comprennent plusieurs strates interconnectées et interdépendantes : des 
changements chimiques de l’ADN, tels que les méthylations, l’interaction protéines-ADN 
tels que les histones qui interagissent avec la molécule d’ADN au niveau du nucléosome 
pour former la chromatine, des coactivateurs et des corépresseurs. La meilleure 
caractérisation des modifications épigénétiques de l’ADN est la méthylation des résidus 
cytosine à l’intérieur des dinucléotides CpG. Les modifications épigénétiques ont en 
principe un certain degré d’instabilité et sont réversibles, contrairement aux mutations dans 
la séquence de l’ADN qui elles sont irréversibles. Elles ont ainsi un caractère transitoire 
dans la vie courante: au cours de la journée, l’expression des gènes est modulée par les 
signaux moléculaires des rythmes circadiens. 
 
I - B-2-8-2 Facteurs influençant la méthylation 
Des patterns spécifiques de méthylation CpG sont établis très tôt durant le développement 
et se propagent durant la réplication de l’ADN par la DNA méthyltransférase-1 [367]. Par 
conséquent, il a été envisagé qu’une altération de la nutrition très tôt dans le développement 
pourrait altérer les processus de méthylation. En effet, la nutrition précoce peut influencer 
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la méthylation de l’ADN en fournissant des groupements méthyl pour les réactions de 
méthylation, ces réactions sont fortement dépendantes des donneurs de methyl et des 
cofacteurs alimentaires. Par exemple, la choline et la méthionine provenant de 
l’alimentation sont des sources majeures d’unité à un carbone, l’acide folique, la vitamine 
B12 et le pyridoxal phosphate sont des cofacteurs critiques dans le métabolisme du méthyl 
[782]. L’administration d’une diète faible en protéines à une rate gestante est associée avec 
une réduction globale de la méthylation, traduisant un déficit en acides aminés spécifiques 
tels que la glycine [631]. Un déficit en glycine peut conduire à une augmentation dans les 
niveaux de méthionine et d’homocystéine altérant ainsi les processus de méthylation [354]. 
Par conséquent la glycine exerce un effet protecteur vis-à-vis d’une augmentation des 
niveaux de méthionine et d’homocystéine qui ultimement affecteront la méthylation de 
l’ADN. 
D’autres éléments peuvent moduler la méthylation au cours du développement fœtal : les 
glucocorticoïdes peuvent avoir une action déméthylante [862] et les espèces réactives de 
l’oxygène (ERO) pourraient aussi modifier la méthylation des cytosines [131;779]. Une des 
hypothèses envisagée pourrait être que la guanine serait remplacée par l’adduit 8-
hydroxyguanosine altérant par conséquent la méthylation des cytosines adjacentes par le 
stress oxydant (voir chapitre sur le stress oxydant introduction I - B-2-9). 
 
I - B-2-8-3 Altération de la méthylation 
L’activité de méthylation de l’ADN est la plus importante durant la vie fœtale. Des 
altérations de la méthylation vont se traduire soit par une augmentation de la méthylation 
(hyperméthylation) ou par une inhibition de la méthylation (hypométhylation). 
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Une modification de la méthylation de certains gènes impliqués dans la régulation de la 
pression sanguine a été observée dans certains modèles animaux. L’administration d’une 
diète faible en protéines durant la gestation de la rate a conduit dans sa descendance à une 
réduction de la méthylation du gène codant pour le récepteur AT1b de l’AngII [83], et du 
gène codant pour l’enzyme de conversion de l’endothéline-1 (ECE-1) [250]. Cela traduit un 
lien direct entre les facteurs environnementaux maternels qui sont à l’origine de 
l’hypertension et les modifications épigénétiques du promoteur du gène. Un RCIU, 
conséquence d’une insuffisance placentaire chez la rate en gestation à la suite d’une 
ligature de l’artère utérine, conduit dans sa descendance à une hypométhylation de l’ADN 
et une altération de l’acétylation des histones en relation avec des modifications du 
métabolisme hépatique monocarboné de la voie des folates-méthionine, pouvant contribuer 
à la pathogénèse du diabète et de dyslipidémie [485]. 
Une hyperméthylation a aussi été observée et pourrait être indirectement associée à 
l’hypertension. L’activité de la 11ß-HSD-2 est une enzyme importante pour la régulation de 
la pression sanguine. Une méthylation plus importante des îlots CpG au niveau du 
promoteur et de l’exon 1 de la 11-ßHSD-2 a été trouvée dans les tissus et lignées cellulaire 
exprimant faiblement 11-ßHSD-2, (et pas dans les tissus et lignées cellulaire exprimant 
fortement la 11ß-HSD-2). La diminution d’expression de cette enzyme est associée avec 
une sur-activation des récepteurs aux minéralocorticoïdes par le cortisol, conduisant à une 
rétention de sodium, une hypokaliémie et une augmentation de la pression sanguine 
(sensible au sel) [23]. 
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I - B-2-8-4 Effet transgénérationnel 
Il est envisagé maintenant que des modifications épigénétiques de la lignée germinale par 
des méthylations stables peuvent être transmises aux générations futures. 
La première étude qui montra qu’une restriction maternelle en protéines chez la rate peut 
conduire à une diminution dans la méthylation des promoteurs de gènes des récepteurs aux 
glucocorticoïdes et aux peroxisome proliferator activated receptors alpha (PPAR) dans la 
descendance directe, mais également dans la génération F2 a été faite par Burdge et coll. 
[109], suggérant par conséquent que la nutrition durant la gestation a un impact critique non 
seulement sur sa propre descendance, mais également sur les générations futures. 
Chez l’humain, des études ont aussi rapporté des éléments indiquant une transmission 
intergénérationnelle, conséquences de perturbations anténatales. Dans l’étude de trois 
générations successives nées dans les années 1890, en Suède, une bonne récolte survenant 
durant la période prépubertaire du grand-père s’est traduite par une consommation plus 
importante de glucides et un risque relatif significativement augmenté de développer un 
diabète de type 2 chez le petit fils. Une consommation plus importante de glucides en 
période pré-pubertaire chez le père n’a pas été associée avec une augmentation du risque de 
développer un diabète [370], alors que si cela se produit pendant la lactation, une 
hyperinsulinémie peut se développer à la première génération, qui se maintiendra à la 
seconde [710]. 
Il est intéressant de remarquer que les modifications épigénétiques ne s’établissent pas 
forcément en période fœtale. Il a été montré qu’une augmentation des soins maternels à des 
rats nouveau- nés se traduit par une meilleure réponse au stress à l’âge adulte. Les ratons 
qui ont reçu des soins maternels importants présentent dès les premières semaines de vie 
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une déméthylation dans le promoteur du gène du récepteur aux glucocorticoïdes dans 
l’hippocampe (dans le cas de " mauvaise mère ", le promoteur du gène du récepteur aux 
glucocorticoïdes restera méthylé). À l’âge adulte, les femelles auront à leur tour un 
comportement maternel positif. Il est important de noter ici que ces modifications 
épigénétiques ne se mettent en place que pendant une courte période, durant les tous 
premiers jours de vie [812]. 
Les modifications épigénétiques pourraient très probablement participer à la 
programmation de l’hypertension artérielle et des maladies métaboliques et restent un 
champ d’investigation en pleine expansion. 
 
I - B-2-9 Stress oxydant 
 
I - B-2-9-1 Définition du stress oxydant 
La notion de stress oxydant dans les systèmes biologiques a été initiée suite aux 
connaissances obtenues sur l’activation de l’oxygène moléculaire (O2) et sa potentielle 
toxicité. Le concept de stress oxydant, développé initialement par Sies et coll. [694] a 
évolué et on définit maintenant le stress oxydant comme un déséquilibre entre les niveaux 
d’oxydants et antioxydants en faveur des oxydants, déséquilibre pouvant causer des 
dommages [693]. Un oxydant est défini comme toute molécule acceptant un ou plusieurs 
électrons, devenant ainsi une substance réduite. La molécule d’O2, du fait de sa 
configuration électronique, a un caractère oxydant qui se manifeste par son avidité vis-à-vis 
des électrons. L’oxygène est à l’origine de la formation d’oxydants radicalaires, capables 
d’exister avec un électron non apparié, et d’oxydants non radicalaires ayant une 
configuration électronique stable. Ces deux classes d’oxydants sont regroupées sous la 
55 
 
 
catégorie des ERO et des espèces réactives de l’azote (ERN). Elles comprennent des 
espèces radicalaires et non radicalaires (Tableau 3). 
 
Tableau 3 : Principales espèces réactives dans les systèmes biologiques. 
Radicaux libres Espèces non-radicalaires 
ERO ERN ERO ERN 
O2−• : anion 
superoxide 
•H2O : radical 
hydroperoxyl 
•OH: hydroxyl 
RO• : radical 
alkoxyl 
ROO• : radical 
alkoperoxyl 
ROOH• : radical 
hydroxyperoxyl 
•NO : monoxyde 
d'azote 
•NO2 : dioxide 
d'azote 
•NO3 : nitrate 
ONOO− : anion 
péroxynitrite 
OONOO−  : anion 
péroxynitrate 
H2O2, : peroxide 
d'hydrogène 
O2 : oxygène 
singulet 
O3 : ozone 
HOCl : acide 
hypochloreux 
ROOH : peroxides 
organiques 
 
ONOO− : anion 
péroxynitrite 
OONOO−  : anion 
peroxynitrate 
ONOOH : acide 
peroxynitreux 
ROONO : alkyl 
peroxynitrate 
HNO2 : acide 
nitreux 
NO+ : cation 
nitrosyl 
NO- : anion 
nitrosyl 
 
 
 
La perturbation du statut oxydant intracellulaire peut être induite soit par la production 
excessive d’oxydants radicalaires (radicaux libres) et/ou non radicalaires, principalement 
dérivés de l’oxygène, soit par la diminution de la capacité de défense antioxydantes, 
pouvant causer des dégâts plus ou moins irréversibles. Des oxydants, dits primaires (O2−•, 
H2O2, •NO, OH•), sont générés physiologiquement. Leurs effets sont proportionnels à 
l’intensité et à la durée de leur production qui, lorsqu’elle est transitoire et modérée, 
participe à la régulation redox de l’expression de nombreux gènes afin de moduler certaines 
fonctions cellulaires, aux mécanismes de défense permettant la destruction des agents 
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pathogènes ou potentiellement de cellules tumorales par apoptose. D’un point de vue 
vasculaire, ils participent à la signalisation cellulaire normale [280] en régulant la 
contraction, la relaxation et la croissance des cellules musculaires lisses vasculaires 
(CMLV) [625;756;856]. Lorsque cette production devient récurrente ou chronique, la 
balance entre la production d’oxydants et les systèmes de détoxification cellulaire est 
perturbée de manière continue; on parle alors de stress oxydant. Un contrôle précis du 
niveau d’oxydants par les différents systèmes antioxydants intra- et extracellulaires est 
donc indispensable pour maintenir l’intégrité cellulaire et tissulaire. Les défenses 
antioxydantes permettent à la cellule de s’adapter continuellement à la quantité 
d’ERO/ERN générée (homéostasie redox cellulaire) afin de limiter leurs effets nocifs et de 
prévenir le stress oxydant. Même si celles-ci sont essentielles dans divers processus 
cellulaires, elles peuvent aussi s’avérer hautement nocives : elles peuvent se lier à certaines 
macromolécules (lipides, protéines et glucides) en induisant leur oxydation qui, en retour, 
peut causer des dommages membranaires, structuraux et fonctionnels (exemple : 
inactivation d'enzymes) [497]. La production excessive ou incontrôlée d’ERO et/ou d’ERN 
est souvent associée au développement de nombreuses pathologies incluant 
l’athérosclérose, le diabète, le cancer et certaines maladies dégénératives [393]. 
 
I - B-2-9-2 Les radicaux libres 
Un radical libre est un atome, une molécule ou une espèce chimique contenant un ou 
plusieurs électrons non appariés [24]. Généralement transitoire, ce déséquilibre structural 
est comblé par l’acceptation d’électrons venant d’une autre molécule ou par le transfert des 
électrons non appariés vers une autre molécule. Les électrons libres augmentent 
grandement la réactivité des molécules et les rendent instables. Les réactions d’acceptation 
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et de transfert d’électrons dépendent de l’instabilité du radical libre considéré : lorsque 
modérée, l’instabilité va favoriser l’acceptation d’électrons alors que le transfert d’électrons 
se produira en cas de grande instabilité. De plus, la spécificité du radical va diminuer avec 
la grandeur de son instabilité. C’est ainsi en raison de leur manque de spécificité 
réactionnelle, que les radicaux libres sont susceptibles de réagir avec de nombreuses et 
diverses molécules biologiques (ADN, protéines, lipides, glucides), les oxyder et alors 
retrouver un état énergétique plus stable. 
Une grande variété de radicaux libres peut être produite dans les systèmes biologiques, et 
leur réactivité dépend de leur nature et de celle des molécules rencontrées. Un radical libre 
est capable de soustraire un atome d’hydrogène au sein de molécules stables produisant des 
composés radicalaires qui sont alors susceptibles de réagir avec d’autres molécules 
avoisinantes en induisant des réactions radicalaires en chaîne. La peroxydation lipidique 
représente un exemple de réactions en chaîne dans lequel les radicaux libres attaquent 
principalement du fait de leur insaturation, les acides gras polyinsaturés (AGPI) des 
membranes cellulaires, altérant alors leurs structures et leurs fonctions. Deux radicaux 
libres peuvent établir un lien covalent pour former des espèces non radicalaires stables, 
cependant un radical libre doit être considéré comme un agent oxydant acceptant un simple 
électron d’un composé non-radicalaire, ou un agent réducteur donnant un simple électron à 
un composé non-radicalaire [721]. La nature, l’abondance et la localisation (en grande 
partie membranaire) des AGPI en font une des cibles privilégiées des attaques radicalaires. 
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I - B-2-9-3 Les Espèces Réactives de l’Oxygène 
L’oxygène moléculaire (O2) possède une faible réactivité vis-à-vis des molécules 
organiques contrairement à ses formes activées.  
L’O2 intervient dans des réactions radicalaires et par gain d’un électron, se transforme en 
radical ou anion superoxyde (réaction 1) [513] sous l’action d’enzymes telles que la 
NADPH oxydase qui a été montrée comme étant la principale source d’anions superoxide 
dans le mur vasculaire [755], la xanthine oxydase ou par des composés non enzymatiques 
tels que le semi-ubiquinone au niveau de la chaîne mitochondriale de transport d’électrons. 
O2 + e− → O2−•  réaction 1 
L’anion superoxyde est très réactif, son temps de demi-vie est court de l’ordre de 10-6 sec. 
Il est rapidement dismuté pour former le peroxyde d’hydrogène (H2O2) soit de façon 
spontanée, soit via l’action des superoxydes dismutases (SOD). 
L’O2, dans son état excité, donne naissance à l’oxygène singulet pouvant réagir avec des 
molécules organiques stables. 
Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est produit soit par la dismutation de l'anion superoxyde 
(réaction 2) soit par la réduction bivalente de l'oxygène (réaction 3). 
O2−• + 2 H+ → O2 + H2O2  réaction 2 
O2 + 2 e− + 2 H+ → H2O2  réaction 3 
H2O2 est considéré comme une ERO de par sa contribution essentielle à d’autres réactions 
radicalaires. Le peroxyde d’hydrogène n’est pas une espèce très réactive; son temps de 
demi-vie de l’ordre de 10-3 secondes est long. Il peut par conséquent diffuser loin de son 
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site de production et même traverser les membranes biologiques. H2O2 va être métabolisé 
par la CAT ou GPx. S’il n’est pas éliminé et en présence de NO, il réagit plus rapidement 
avec ce dernier qu’avec la superoxide dismutase (SOD) [272], conduisant à la formation de 
péroxynitrite, une des espèces les plus réactives et toxiques. 
Le radical hydroxyle (•OH) est produit à partir de l’anion superoxyde et du peroxyde 
d’hydrogène, en présence d’ions ferriques (réactions 4 à 6). 
O2−• + Fe3+ → O2 + Fe2+   réaction 4 
H2O2 + Fe2+ → •ΟΗ + ΟΗ− + Fe3+  réaction 5, réaction de 
Fenton 
O2−• + H2O2 → •OH + OH− + O2  réaction 6, réaction 
d’Haber-Weiss 
Il a été proposé par F Haber et J Weiss dès 1934, que le radical hydroxyle puisse être 
généré par l’interaction entre l’O2−• et l’H2O2. L’O2−• étant un métabolite cellulaire présent 
physiologiquement, la réaction d’Haber-Weiss (réaction 6) est donc considérée dans les 
systèmes biologiques, comme un moyen de production de radicaux plus toxiques tels que 
l’O2−• et le H2O2. D’un point de vue thermodynamique, la réaction 6 n’étant pas très 
favorable en milieu aqueux, elle nécessite des catalyseurs pour se produire. Dans leur 
travail initial, Haber et Weiss ont évoqué la nécessité d’un métal de transition comme 
catalyseur et ont proposé que la réaction nette de production d’•OH (réaction 6) soit issue 
de deux réactions distinctes (réactions 4 et 5). Aujourd’hui, la production d’•OH par la 
réaction d’Haber-Weiss catalysée par le fer et dans une moindre mesure le cuivre, est 
considérée comme le mécanisme principal in vivo [383]. Dans les conditions 
physiologiques, la disponibilité du fer catalytique libre est relativement faible en raison de 
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sa séquestration par les protéines [373]. Cependant, la quantité de fer libre peut augmenter 
dans certaines conditions (hémochromatose, -thalassémie, hémodialyse) avec des effets 
délétères pour la cellule. 
Le radical hydroxyle est extrêmement réactif; sa demi-vie de l’ordre de 10-9 sec à 37°C 
implique des effets délétères vis-à-vis des molécules avoisinantes. Il est parmi les radicaux 
libres les plus toxiques. En effet, •OH peut oxyder un substrat par arrachement d’un atome 
d’hydrogène (réaction 7), par arrachement d’un électron (réaction 8) ou par simple addition 
sur une double liaison (réaction 9). Le radical hydroxyle serait d’ailleurs le principal 
initiateur du processus de peroxydation lipidique au niveau des AGPI et des lipoprotéines. 
En vertu de sa réactivité non spécifique, •OH est capable de soustraire un atome 
d’hydrogène dans une chaîne d’acides gras (LH; réaction 7). 
 
LH + •OH → •L + H2O   réaction 7
Fe2+ + •OH → Fe3+ + HO-   réaction 8 
C=C + •OH → C-C(OH)   réaction 9 
Il est capable d’oxyder également les protéines, l’ADN et les glucides, étant ainsi à 
l’origine de radicaux libres dits "secondaires". Parmi ceux-ci, l’acide hypochloreux, 
hautement réactif, est produit via la myélopéroxidase qui peut réagir avec H2O2 [114;114] 
et va pouvoir contribuer à l’oxydation des LDL. 
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La formation des ERO est répertoriée dans la Figure 6 ci-dessous. 
 
 
Figure 6 : Enzymes impliquées dans la génération et l’inactivation des espèces réactives de 
l’oxygène (ERO), adaptée de [233]. 
O2−• : anion superoxide; H2O2 : peroxyde d’hydrogène; •OH : radical hydroxyle; GSH : glutathion réduit; GSSG : 
glutathion oxidé; HOCl : acide hypochloreux; Trx : thiorédoxine 
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I - B-2-9-4 Les Espèces Réactives de l’Azote 
Concernant les ERN, le monoxyde d'azote (•NO) est produit sous l'action des NO 
synthases (NOS) constitutives et induites par l’oxydation de la L-arginine, présentes au sein 
des cellules endothéliales, vasculaires et neuronales ainsi que dans les macrophages et les 
neutrophiles [520;580]. Même si le •NO n'est pas une ERO per se, il réagit avec O2−•, 
produisant un puissant agent oxydant, le péroxynitrite (ONOO−). Dépendamment du 
microenvironnement, le •NO peut être également converti en cation nitronium (NO+) ou 
en anion nitroxyl (NO-). Par ailleurs, il est bien établi que le •NO est une molécule de 
signalisation clé puisqu’il favorise la relaxation endothéliale, régule le tonus vasculaire et 
participe à la transduction du signal au niveau neuronal [65;360;658]. Le radical •NO est la 
seule espèce radicalaire contenant un atome d’azote qui, dans les conditions aérobiques est 
capable de réagir avec l’oxygène moléculaire pour donner naissance au dioxyde d’azote ou 
nitrite (•NO2; réaction 10) et au nitrate (•NO3). Du fait de son grand pouvoir oxydant, le 
•NO2 est impliqué dans plusieurs voies oxydatives [326;391], incluant la peroxydation 
lipidique au sein des molécules de cholestérol (LDL) en circulation [113;359] et la 
formation de résidus de nitrotyrosine [59]. 
 
O2 + 2 •NO → 2 •NO2 réaction 10 
 
I - B-2-9-5 Principales sources d’espèces réactives 
La production cellulaire des ERO/ERN est physiologique et continue via différents 
processus incluant le transfert mitochondrial d’électrons (cytochrome C), l’activation des 
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cellules phagocytaires (NADPH oxydase), l’activation de certaines enzymes (oxydases) 
localisées dans différents compartiments cellulaires, le métabolisme intracellulaire des 
toxines et drogues (cytochrome P450, mono-oxygénases) et l’exposition à des facteurs 
environnementaux (ex : exposition aux rayons ultra-violets). Des oxydants tels que l’H2O2 
et le ONOO-, même s’ils ne possèdent pas d’électrons non appariés, peuvent être générés au 
niveau cellulaire et comme mentionné précédemment, agir en qualité de pro-oxydants. Au 
niveau du mur vasculaire, plusieurs enzymes et systèmes enzymatiques peuvent produire 
des ERO. On en trouve principalement quatre : la chaîne respiratoire mitochondriale, la 
NADPH oxydase, la xanthine oxydase et l’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) 
(Figure 7). D’autres ont un rôle plus secondaire telles que la cytochrome P450 mono-
oxygénase, la cyclo-oxygénase et la lipoxygénase. 
 
Figure 7 : Les principales sources d’espèces réactives de l’oxygène (ERO); adaptée de 
[528]. 
ERO : espèces réactives de l’oxygène; BH4 : tétrahydrobioptérine; eNOS : NOS endothéliale; NOX : NADPH oxydase 
 
 
Dommages à l’ADN  
mitochondrial 
Non couplage d’eNOS 
Xanthine Déhydrogénase 
Conversion en 
Xanthine Oxydase 
ERO 
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I - B-2-9-5-1 La chaîne respiratoire mitochondriale 
Dans la cellule aérobie, les ERO/ERN sont produits à différents niveaux/compartiments et 
par plusieurs systèmes/enzymes. Cependant, il semble clair que près de 90 % de ces 
molécules sont d’origine mitochondriale, produites au cours de la phosphorylation 
oxydative au niveau de la chaîne mitochondriale de transport des électrons (Figure 8). La 
respiration mitochondriale est la première source d’énergie cellulaire avec la production 
d’ATP via la réduction de l’O2 en H2O. La production d’O2−• par la phosphorylation 
oxydative est donc continue et ubiquitaire au cours du métabolisme par réaction de 
l’oxygène avec un radical semi-ubiquinone [361;412]. Au cours de ce processus, 
l’oxydation de coenzymes réduits (NADH et FADH2) et le transport des électrons par les 
différents complexes de la chaîne respiratoire produisent un gradient électrochimique de 
protons de part et d'autre de la membrane interne mitochondriale. Cependant, à plusieurs 
endroits de cette chaîne, les électrons peuvent réagir prématurément avec l’O2 et former 
l’O2−. D’après certaines études in vitro, l’importance du phénomène est estimée entre 1 et 
4 % de l’O2 consommé qui serait ainsi converti en anion superoxyde. Ils sont 
particulièrement produits au niveau du complexe I mais également au niveau du complexe 
III [532]. Cette fuite d’électrons et la production nette d’ERO mitochondriaux dépendent 
d’une part de l’état énergétique de la mitochondrie, du potentiel de membrane [403] mais 
aussi de l’activité des systèmes antioxydants mitochondriaux, particulièrement de la 
superoxide dismutase à manganèse (Mn-SOD, voir ci-dessous) [70;134]. Les mécanismes 
de découplage mitochondriaux entre flux d’électrons et production d’énergie peuvent 
également être à l’origine d’une surproduction d’ERO/ERN. Et leur production continue 
par les mitochondries n’est pas spécifiquement liée à une pathologie. Cependant, certains 
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défauts de l’ADN mitochondrial innés ou acquis par la résultante d’une maladie sont 
capables d’augmenter la production de ERO/ERN par ces organelles [44;765;799]. 
Néanmoins, au niveau vasculaire, la contribution de la mitochondrie dans la production 
totale d’ERO n’est pas parfaitement définie. On peut citer par exemple l’utilisation du 
roténone [22] qui a montré un effet stimulateur de la production radicalaire à la place de 
jouer un rôle d’inhibiteur [461]. 
 
 
 
Figure 8 : Chaîne respiratoire mitochondriale, adaptée de www.cgm.cnrs-gif.fr. 
 
 
I - B-2-9-5-2 Les NADPH oxydases 
Plusieurs types cellulaires dont les cellules endothéliales vasculaires, les cellules 
musculaires lisses, les fibroblastes, les polynucléaires, les neutrophiles et les macrophages 
possèdent la NADPH oxydase (NOX), enzyme membranaire spécialisée dans la production 
de O2•
- à partir d’électrons dérivés de la NAD(P)H pour réduire l’oxygène moléculaire 
Espace intermembranaire 
Matrice 
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(réaction 11) [281]. La NADPH oxydase est une enzyme avec plusieurs multi-sous-unités 
qui semble être l’enzyme en amont des autres sources de production d’ERO, dû au fait que 
les anions superoxide dérivés de la NADPH oxydase ont été impliqués dans l’activation de 
la xanthine oxydase et dans le découplage d’eNOS. L’activation de la NADPH oxydase 
dans le système vasculaire a été montrée dans des modèles animaux d’hypertension induite 
par l’AngII [249;855], d’hypertension génétique [460], de diabète [321] et 
d’hypercholestérolémie [806]. 
 
2 O2 + NAD(P)H  2 O2- + NAD(P)+ + H+  réaction 
11 
Il existe actuellement sept membres, incluant la NOX des phagocytes initialement identifiée 
(NOX2 ou gp91phox) : NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, DuOX1 et DuOX2 [260;414]. La 
NOX2 est constituée de cinq sous-unités dont deux sous-unités membranaires, p22phox et 
gp91phox, deux sous-unités cytosoliques p67phox, p40phox et p47phox et la GTPase rac1. La 
sous-unité p22phox a un rôle d’encrage des autres sous-unités en même temps qu’elle 
stabilise le complexe multiprotéiques [26]. Lorsque la cellule est stimulée à travers un 
processus qui débute avec la phosphorylation de p47phox, la NOX2 normalement dormante, 
est activée entraînant son association avec le cytochrome b558 [171;760;761]. Il s’ensuit 
alors une production accrue de O2
•- soupçonnée d’être à l’origine du "burst oxydatif" 
responsable de la synthèse d’H2O2 ou de l’hypochlorite (ClO-) (Figure 10). Cette voie de 
production des ERO est particulièrement stimulée au cours des processus infectieux [721] 
(Figure 9). La génération d’anions superoxide au niveau de la surface des cellules 
endothéliales, lieu de production du NO, en limite sa biodisponibilité [275] comme 
rencontré dans l’hypertension induite par AngII [369]. 
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Figure 9 : Activation de la nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate (NADPH) 
oxydase, adaptée de [35]. 
Les NOX sont classées en trois groupes qui se distinguent par la présence de domaines 
additionnels, en plus de la sous-unité catalytique NADPH oxydase. Le premier groupe 
comprend les NOX1 à 4 qui possèdent uniquement la sous-unité catalytique [413]. La 
NOX5 possède un domaine calmodulin-like additionnel [45]. Le troisième groupe 
comprend les Dual oxydases ou DUOX, nommées ainsi car en plus de la sous-unité 
NADPH oxydase, d’un domaine calmodulin-like, il existe un domaine homologue aux 
peroxydases à hème comme les myélopéroxydases et les lactopéroxydases. L’expression 
des différents membres de la famille NADPH oxydase au niveau cardiovasculaire est 
résumée dans le Tableau 4 ci-dessous. 
 
NOX1 
Dans les conditions physiologiques, NOX1 est sélectivement exprimée dans les cellules 
musculaires lisses et au niveau vasculaire, d’une part, participe à la prolifération cellulaire 
Activation de la NADPH 
Activation 
cellulaire 
Membrane cellulaire 
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et d’autre part joue un rôle central dans l’hypertension. L’hypertension artérielle se 
caractérise par une augmentation de la contractilité, une hypertrophie et une prolifération 
des cellules vasculaires musculaires lisses. Plusieurs facteurs dont l’AngII, le facteur de 
croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et les produits finaux de la glycation (AGEs) 
augmentent l’expression de NOX1 [428]. Il a été montré que NOX1 pouvait limiter la 
production de NO et ainsi contribuer au développement d’une hypertension induite par 
l’AngII et d’une dysfonction endothéliale [258;498]. Une surexpression de cette enzyme a 
été montrée chez les rats stroke-prone SHR (spSHR) qui développent une hypertension 
[16]. De plus, il a été montré d’une part que le ‘platelet derived growth factor 2’ (PGF2) 
induit une hypertrophie des cellules musculaires lisses associées avec une augmentation de 
NOX1, d’autre part, que la déplétion de l’ARNm de NOX1 par l’utilisation de ribozymes 
assure une protection contre l’hypertrophie [379], enfin qu’une diminution de l’expression 
de NOX1 dans des cellules musculaires lisses vasculaires par l’utilisation d’ARN antisens, 
résulte en une réduction de la prolifération cellulaire [728]. Dans une étude récente, 
Gavazzi et coll. ont montré chez des souris déficientes en NOX1, une augmentation de 
l’expression des inhibiteurs des métalloprotéinases, prévenant ainsi le remodelage 
vasculaire induit par l’AngII [259]. 
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Tableau 4 : Les différents membres de la NADPH oxydase, issue de [279]. 
 Nox 1 Nox 2 Nox 3 Nox 4 Nox 5 Duox 1 
CMLV issues de 
vaisseaux de 
conductance 
+ - - +++ +* + 
CMLV issues de 
vaisseaux de 
résistance 
- + ND ND ND ND 
Cellules 
endothéliales 
+ + 
ND 
+++
+ 
+* 
ND 
Myocytes cardiaques ND ++ ND + ND ND 
Fibroblastes 
cardiaques + + ND +++ ND ND 
 
* : uniquement chez l’homme; CMLV : cellules musculaires lisses vasculaires; 
ND : non déterminé 
 
 
NOX2 
En plus des granulocytes, NOX 2 est exprimée dans les cellules endothéliales, les 
fibroblastes et monocytes [66]. Le rôle de NOX2 dans la biologie de l’endothélium est 
complexe. Il est intéressant de noter que celle-ci pourrait avoir des propriétés 
angiogéniques dans les cas de stress oxydant comme dans le diabète de type 2 [321]. NOX2 
a aussi été impliquée dans quelques modèles d’hypertension : dans la génération d’ERO 
dans les cellules musculaires lisses vasculaires des artères de résistance [755], ainsi qu’au 
niveau de l’endothélium [95]. Dans un modèle d’hypertension rénovasculaire, la génération 
de superoxides par NOX2 diminue la biodisponibilité du NO, par conséquence, les souris 
déficientes en NOX2 se trouvent être protégées du développement d’une hypertension 
rénovasculaire et d’une dysfonction endothéliale [369]. Par ailleurs, chez le rat, dans un 
modèle d’hypertension sensible au sel, l’administration d’un inhibiteur (le gp91ds-tat, 10 
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mg/kg, 3 semaines) de l’assemblage des sous unité p47phox avec gp91phox de la NADPH 
oxydase, a permis de normaliser la génération d’ERO ainsi que la vasorelaxation 
endothélium dépendante [863]. 
 
NOX4 
NOX4 contribue à la production basale d’ERO, est impliquée dans la migration cellulaire, 
la prolifération, et la différenciation cellulaire [139;775] dans les cellules endothéliales et 
musculaires lisses [12;211]. Cependant, des données conflictuelles existent concernant son 
expression. En effet, en culture cellulaire, il a été montré que l’AngII en diminuait 
l’expression [427], alors que chez des animaux atteints de diabète de type 2, l’expression 
vasculaire était augmentée [667] tout comme chez le rat hypertendu à la suite de 
l’administration d’une eau riche en sel (1 %) [548]. 
 
NOX5 
NOX5 est un homologue calcium-dépendant. Le génome de rat et de souris ne contient pas 
le gène NOX5. Quatre variants ont été identifiés: Nox5, -, - et -	 [67]. La liaison au 
calcium induit un changement de conformation avec une augmentation de la production 
d’ERO [208]. 
Au niveau vasculaire, la NADPH oxydase a été montrée comme étant la principale source 
d’ERO [428] non phagocytaire présente et active dans l’endothélium [535], au niveau des 
cellules musculaires lisses de la média [76] et dans l’adventice [633]. Elle est modulée par 
différents facteurs, tels que les cytokines, les facteurs de croissance et les peptides 
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vasoactifs [428], notamment l’AngII qui peut non seulement la stimuler, mais aussi 
augmenter l’expression de ses sous-unités. 
 
I - B-2-9-5-3 La xanthine oxydoréductase 
La xanthine oxydoréductase (XOR) existe sous deux formes inter-convertibles, la xanthine 
déshydrogénase (XDH) et la xanthine oxydase (XO) [302]. Un des rôles les mieux connu 
de cette enzyme ubiquitaire consiste en la conversion de l’hypoxanthine en xanthine et de la 
xanthine en acide urique [575]. Elle est impliquée dans le catabolisme de l’ATP qui utilise 
le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) pour capter les électrons de l’hypoxanthine et 
de la xanthine afin de former le NADH et l’acide urique. Lors de changement de la pression 
partielle d’O2 comme durant le phénomène d’ischémie/reperfusion, la XDH est modifiée en 
XO. À la différence de la précédente, la XO utilise l’O2 comme accepteur d’électrons des 
mêmes substrats pour former l’O2•
- et l’H2O2. Dans les cellules de mammifères, l’activité 
de la XOR représente une source importante d’ERO, surtout dans des conditions 
pathologiques et le ratio XO/XDH cellulaire détermine la quantité d’ERO produite. 
Néanmoins, la production des ERO dépend essentiellement de la XO car son activité 
change dans certaines pathologies comme l’athérosclérose, impliquant le stress oxydant 
[122;709]. La conversion de XDH en XO est stimulée par des cytokines inflammatoires 
(TNF) et par l’oxydation de résidus cystéines par des oxydants tels que les péroxynitrites 
[662]. L’implication de la XO dans l’augmentation du stress oxydant a également été mise 
en évidence par l’utilisation de NG-nitro-L-arginine méthyle ester, un inhibiteur de XO qui 
a conduit à prévenir l’augmentation des niveaux d’anions superoxide dans la 
microcirculation de rats SHR [731]. 
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Alors que des études immunohistochimiques sur tissu humain n’ont pas permis de 
démontrer la présence de XDH dans les cellules endothéliales ou autres tissus vasculaires 
[465], il a été démontré que la XO peut produire des ERO et affecter la fonction 
endothéliale conduisant alors à des pathologies chez l’homme [122;292;708]. L’activité de 
XO est induite par l’hypoxie dans des cellules de veine ombilicale humaine [705], son 
activité vasculaire corrèle inversement avec la fonction endothéliale de patients avec 
blessure cardiaque [417;708]. Enfin, l’administration chez l’homme d’oxypurinol, un 
inhibiteur de la genèse d’anions superoxyde par la XO, favorise une vasodilatation chez des 
patients hypercholestérolémiques [122]. 
 
I - B-2-9-5-4 Les oxydes nitriques synthases endothéliales 
Les NOS représentent une famille de protéines qui catalysent l’oxydation de la L-arginine 
en L-citrulline pour produire du •NO. Trois isoenzymes ont été référencées. L’isoforme I ou 
NOS neuronale (nNOS) retrouvée dans les cellules neuronales et épithéliales, l’isoforme II 
ou NOS inductible (iNOS) est en général exprimée dans le contexte d’une réponse 
inflammatoire, tel qu’un choc septique, une relâche de cytokines ou un infarctus [348;529] 
et l’isoforme III ou eNOS est retrouvée dans les cellules endothéliales [234;236]. Les 
isoformes nNOS et eNOS sont exprimées constitutivement et influencées par les 
concentrations intracellulaires de calcium. Le complexe calcium-calmoduline est 
nécessaire pour maintenir l’enzyme active [604]. En contraste, l’isoforme iNOS est 
exprimée après une induction transcriptionnelle et est indépendante du calcium 
intracellulaire [18]. 
73 
 
 
L’activité de la NOS endothéliale (eNOS) a été étudiée en détails pour son implication dans 
la protection des dommages vasculaires et de ce fait, est la mieux connue.  
Les électrons sont fournis par la NADPH oxydase au domaine réductase de l’enzyme, puis 
sont transportés par des transporteurs redox, FAD et FMN, au domaine oxygénase. Le 
passage du flot d’électrons au travers le domaine réductase de l’enzyme requiert la présence 
de calmoduline liée au calcium. Les électrons vont interagir avec le fer (hème) et 
tétrahydrobioptérine (BH4) au niveau du site actif pour catalyser la réaction de l’oxygène 
avec la L-arginine qui conduit à générer la citrulline et le NO (Figure 10).  
En absence de L-arginine et surtout de BH4, eNOS utilise l’O2 et produit ainsi O2•
- et H2O2 
à travers un phénomène qualifié de découplage [783].  
Le découplage de cette enzyme peut générer des ERO via 3 mécanismes : (i) la réduction 
de la production enzymatique de •NO permet aux radicaux avec lesquels il réagit 
habituellement, d’attaquer d’autres molécules; (ii) la production d’O2•
- peut engendrer de 
nouveaux processus radicalaires; (iii) la production simultanée de O2•
- et de •NO peut 
favoriser la production de ONOO- et de ONOOH [115]. Le découplage d’eNOS a été mis 
en évidence dans plusieurs situations pathologiques telles que le diabète de type 2 [321], 
l’hypercholestérolémie [725] et dans l’hypertension [415]. Dans un modèle de rat avec 
hypertension sensible au sel, l’augmentation de la production de péroxynitrite par la 
NADPH oxydase est liée à l’oxydation de BH4 en radical BH3• qui à son tour peut être 
converti en quinonoid 6,7-[8H]-H2-bioptérin (BH2) [820]. Dans ces conditions, 
l’administration orale de BH4 permet le recouplage d’eNOS conduisant à une augmentation 
de la production vasculaire de NO, une diminution des niveaux de superoxyde et par 
conséquent à un abaissement de la pression sanguine [415]. La supplémentation en BH4 
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restaure également la fonction endothéliale aussi bien dans des modèles animaux de 
maladies vasculaires que chez les patients atteints d’hypercholestérolémie [725], de diabète 
de type 2 [310] ou d’hypertension [318]. Il a aussi été montré qu’eNOS pouvait être régulée 
par H2O2, qui active l’enzyme sur le long terme et augmente son expression. Par 
conséquent, une augmentation de l’expression d’eNOS en cas de stress oxydant peut 
conduire à une situation dans laquelle le découplage d’eNOS peut générer de plus fortes 
quantités d’anions superoxide. Un découplage peut également résulter de l’oxydation du 
centre Zn2+-thiolate par les péroxynitrites [867]. Une augmentation des niveaux de 
dimethylarginine asymmetrique pourrait aussi conduire à un découplage d’eNOS, 
participant alors à l’augmentation du stress oxydant [732]. 
 
 
 
Figure 10 : Représentation schématique de la NOS endothéliale (eNOS), adaptée de [232]. 
 
 
Afin de contrôler de façon optimale les facteurs favorisant le stress oxydant, les organismes 
aérobies ont développé plusieurs mécanismes très complémentaires de défense.  
 
Domaines Réductase 
Domaines Oxygénase 
Homodimère 
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I - B-2-9-6 Les antioxydants 
Les cellules aérobies ont développé des systèmes enzymatiques complexes qui 
convertissent les oxydants en molécules non toxiques, assurant par conséquent une 
protection vis-à-vis des effets délétères du stress oxydant. Ils maintiennent un 
environnement réduit à l’intérieur de la cellule ainsi que les niveaux d’antioxydants 
extracellulaires [343]. Une partie de leur efficacité est associée à leur complémentarité dans 
leur localisation (intra- vs extracellulaire, compartiments), leur nature (ex : lipophile vs 
hydrophile) et leurs cibles. Il est important de considérer les sources d’oxydants dans un 
contexte de disponibilité des antioxydants car plusieurs substances peuvent prévenir ou 
retarder l’oxydation d’autres molécules. Un antioxydant se définit comme toute substance, 
présente en faible quantité par rapport à un substrat oxydable, capable de réduire ou de 
retarder de manière significative l’oxydation de celui-ci. Les antioxydants protègent donc 
aussi bien à l’intérieur qu’à l’extérieur de la cellule, contre les ERO/ERN et leurs effets 
secondaires [721]. 
 
I - B-2-9-6-1 Systèmes antioxydants enzymatiques 
Les principales enzymes antioxydantes cellulaires sont représentées par la SOD, la CAT, 
les GPx et la glutathion réductase (GR). Leurs niveaux sont normalement régulés de 
manière à combattre une production excessive d’ERO/ERN cellulaire. Lorsque la 
production de ces derniers augmente, les cellules vont augmenter les activités et les niveaux 
d’expression des enzymes antioxydantes. De telles modifications métaboliques sont 
souvent attribuées au phénomène d’adaptation cellulaire face au stress oxydant [298]. 
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I - B-2-9-6-1-a Les superoxides dismutases 
Les anions superoxide sont les principaux pro-oxydants de la cellule; les SOD représentent 
donc la première ligne de protection contre les espèces radicalaires de l'oxygène. Elles 
constituent un important système d’enzymes contenant des métaux dans leur centre 
catalytique afin de favoriser la dismutation d’O2•
- en H2O2 et en O2 (réaction 12). Il existe 3 
formes de cette enzyme comportant des atomes de cuivre et de zinc ou de manganèse : des 
enzymes cytoplasmiques (CuZn-SOD ou SOD1), [164;504] ou extracellulaires (EC-SOD 
ou SOD3), [494]. La Mn-SOD (ou SOD2) est localisée dans les mitochondries [815]. Il 
faut aussi noter qu’une certaine activité CuZn-SOD est également trouvée au niveau des 
lysosomes, des peroxysomes, du noyau et de la membrane mitochondriale. C’est l’ion 
cuivre qui facilite la réaction de dismutation par sa capacité à alterner entre son état oxydé 
et réduit. La CuZn-SOD est plus abondante que la Mn-SOD mais n’est pas aussi inductible 
que cette dernière [389;691]. Elle n’est pas essentielle à la survie et au développement, au 
moins de la souris. En effet, des souris invalidées pour cette enzyme se développent 
normalement jusqu’au stade adulte, sans phénotype ou anomalie tissulaire apparents [323]. 
Leur durée de vie est par contre diminuée, principalement en raison du développement de 
carcinomes hépatocytaires [209]. La survie de ces souris n’est pas affectée en condition 
d’hyperoxie, ce qui suggère que la fonction de cette enzyme dans la défense pulmonaire 
contre les dommages causés par une augmentation d’anion superoxyde est très limitée. 
L’incorporation additionnelle de la CuZn-SOD humaine à une souris transgénique conduit 
à une augmentation de la résistance vis-à-vis de la toxicité de l’oxygène [590]. 
2O2•
- + 2H+ → H2O2 + O2   réaction 12 
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La EC-SOD représente la forme extracellulaire de l’enzyme contenant le zinc et le cuivre. 
Elle est liée aux protéoglycanes héparane sulfate dans diverses cellules, incluant les cellules 
endothéliales et les cellules musculaires lisses. Des évidences suggèrent que cette enzyme 
existe sous deux formes, chacune ayant une configuration en pont disulfure unique, avec 
une seule des formes étant active [592]. La principale fonction de cette SOD est de prévenir 
l’interaction de O2
•- avec NO au niveau des cellules endothéliales [368;721]. Les souris 
invalidées pour la EC-SOD ne présentent pas de phénotype particulier mais sont plus 
sensibles à l’hyperoxie [124]. 
La Mn-SOD fonctionne en homotétramère et nécessite une fixation de manganèse au 
niveau de son site actif. Les souris invalidées pour cette protéine présentent un phénotype 
sévère, la mort survient entre le stade embryonnaire et 2-3 semaines après la naissance 
[439]. Cependant, l’administration systémique de la SOD pose problème. La principale 
raison est que la SOD n’est pas perméable aux membranes biologiques, donc n’est pas 
capable de réduire les anions superoxide produits intracellulairement. Par conséquent, un 
mimétique de la SOD a été développé, le 4-hydroxy-2, 2, 6, 6-tetraméthylpipéridine-N- 
oxyl or 4-hydroxy-tempo ou tempol pour scavenger les anions superoxyde. Il est perméable 
aux membranes, soluble dans l’eau et de petit poids moléculaire (172 kD) [246]. Il contient 
un groupement nitroxide (>N-O.) conférant ainsi la propriété antioxydante à la molécule. À 
l’état réduit, il peut donner son électron aux superoxides et ainsi conduire à la formation du 
peroxyde d’hydrogène, mimant par conséquent les propriétés de la SOD. Également, il 
pourrait oxyder les ions ferreux en forme ferrique par conséquent prévenant les réactions du 
fer ferreux avec les peroxydes, inhiber la peroxydation des lipides ainsi que les 
modifications des protéines et de l’ADN (induites par les métaux de transitions). Dans des 
modèles expérimentaux, l’administration de tempol a été montrée comme pouvant diminuer 
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la pression sanguine chez le rat [564] et favoriser la vasodilatation endothélium dépendante 
chez le lapin [482]. 
 
I - B-2-9-6-1-b La catalase 
La catalase est une enzyme tétramérique qui catalyse la réduction de H2O2 en O2 et H2O. 
Elle est ubiquitaire, présente en faible concentration dans de nombreux organes tels que le 
cerveau, cœur et muscle squelettique mais fortement concentrée dans le foie et les 
érythrocytes. Dans toutes les cellules de mammifères, à l’exception des érythrocytes, 
l’activité de la catalase est localisée presque exclusivement dans les peroxysomes (riches en 
oxydases) [128]. Les souris déficientes ou invalidées pour la catalase se développent 
normalement et ne présentent pas d’anomalies majeures [325]. Chez l’homme, des 
individus atteints d’acatalasémie, une affection bénigne héréditaire se caractérisant par une 
déficience en catalase, semblent être asymptomatiques [557]. Des études sur des modèles 
animaux ont montré que la catalase pouvait être induite par diverses cytokines en condition 
d’hyperoxie et par certains oxydants in vitro [691;764;821]. Mais des résultats 
contradictoires ont été rapportés [607]. De plus, il a été montré que la catalase pouvait 
prévenir les dommages à l’ADN produit par l’ozone [188]. Une surexpression de la catalase 
a montré des effets protecteurs dans le système cardiovasculaire en inhibant l’hypertrophie 
aortique induite par l’AngII [861] et en retardant le développement de l’athérosclérose 
[848]. 
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I - B-2-9-6-1-c Les glutathions peroxydases 
Les GPx également réduisent le peroxyde d'hydrogène en eau et les hydroperoxydes 
organiques en alcools en utilisant la capacité réductrice du couple glutathion réduit/oxydé 
(GSH/GSSG). Le GSH est régénéré par la glutathion réductase en présence de NADPH 
(réaction 15). Il existe 4 isoformes bien caractérisées de GPx (GPx1-4) communes à tous 
les mammifères. Elles possèdent une sélénocystéine, un acide aminé rare, au sein de leur 
site catalytique et sont extracellulaires ou plasmatiques, gastro-intestinales et cytosoliques. 
Une GPx5, qui n'est pas une séléno-protéine, a été identifiée chez les rongeurs et le singe et 
la GPx6 est retrouvée uniquement chez l'homme [100] (Tableau 5). Toutes les GPx 
catalysent le même type de réaction (la réduction du H2O2 avec le GSH pour cofacteur) 
mais elles diffèrent par leurs substrats, leur rôle et leur localisation. 
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Tableau 5 : Les isoformes de glutathion peroxydases chez les mammifères. 
GPx Synonymes Distribution Structure Substrats 
GPx1  Cytosolique (cGPx)  Cytosolique/foie, 
rein, érythrocytes, 
poumon 
Homo 
tétramère  
Hydroperoxydes 
solubles (H2O2), 
organiques (acides gras 
peroxydés) 
GPx2  Gastro-intestinale 
(GIGPx) 
Cytosolique/Tractus 
gastro-intestinal, 
foie  
Homo 
tétramère 
Identiques à GPx1 
GPx3  Plasma (pGPx) ou 
extracellulaire 
(eGPx)  
Rein, Plasma  Homo 
tétramère 
Identiques à GPx1 
GPx4  Phospholipide 
hydroperoxyde 
(PHGPx)  
Testicules  Monomère  Identiques à GPx1, 
phospholipides 
hydroperoxydés, esters 
de cholestérol 
GPx5 Rongeurs 
uniquement (sans Se-
Cys)  
Épididyme - - 
GPx6 Homme uniquement  Epithélium olfactif - - 
 
 
De façon générale, la GPx1 métabolise H2O2 ainsi que les hydroperoxydes des acides gras 
en H2O et en alcools lipidiques correspondants. Durant cette réaction dépendante du GSH, 
H2O2 est utilisé pour oxyder un autre substrat tandis que le GSH s’oxyde en GSSG 
(réactions 13-14) et qui est régénéré en GSH par la glutation réductase (réaction 15). Les 
données obtenues sur des souris transgéniques suggèrent que seule celle-ci aurait un rôle 
antioxydant avéré [324] et les autres séléno-GPx ne peuvent pas compenser la fonction 
antioxydante de la GPx1 [145]. Chez des patients avec maladies coronariennes, l’activité de 
GPx-1 au niveau des globules rouges est inversement associée avec le risque d’événements 
cardiovasculaires [81]. De plus, les souris transgéniques déficientes en ApoE montrent 
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qu’une déficience en GPx-1 peut accélérer et modifier la progression de la lésion 
athérosclérotique [751]. 
 
Substrat-H2 + H2O2 → Substrat + 2H2O  réaction 13 
2GSH + H2O2 → GSSG + 2H2O   réaction 14 
GSSG + NADPH + H+ → 2 GSH + NADP+  réaction 15 
 
L’isoforme plasmatique, GPx-3, réduit les hydroperoxydes dérivés des phospholipides dans 
l’environnement [846].  
La GPx4 est la seule GPx pouvant réduire les lipides complexes peroxydés au niveau des 
membranes [773;774]. Elle est localisée en partie dans le cytosol et en partie liée aux 
membranes des mitochondries et des noyaux [653;654]. Une forme cytosolique de GPx4, 
une mitochondriale et une nucléaire sont synthétisées à partir du même gène [598]. La 
GPx4 cytosolique semble essentielle dans l’embryogenèse puisque les souris invalidées 
pour cette enzyme meurent au stade embryonnaire [350]. La diminution des niveaux de 
lipides peroxydés, activateurs des lipoxygénases, par la GPx4 cytosolique montre que cette 
dernière participe à la régulation de la production des leukotriènes et des prostaglandines 
[661]. La GPx4 pourrait donc aussi jouer un rôle dans la modulation de la réponse 
inflammatoire. Par ailleurs, la GPx4 mitochondriale pourrait avoir une fonction 
antiapoptotique en empêchant la sortie de la mitochondrie du cytochrome C [549]. Enfin, 
les souris invalidées pour la forme nucléaire sont parfaitement viables [151]. Cette forme 
joue un rôle essentiel dans la spermatogenèse et un déficit en GPx4 au niveau des 
spermatozoïdes serait impliqué dans l’infertilité humaine [351]. Si la GPx4 exerce sa 
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fonction de peroxydase pour les lipides peroxydés dans le cytosol et dans les membranes 
mitochondriales et nucléaires, aucune étude n’a pu mettre en évidence un rôle au niveau des 
membranes plasmiques. 
Le sélénium est un composé de GPx qui permet de maintenir son activité [652]. Par 
conséquent, une déficience en sélénium a clairement été montrée comme étant associée 
avec certaines formes de maladies cardiaques [238]. 
 
I - B-2-9-6-1-d Les thiorédoxines et glutarédoxines 
Les thiorédoxines constituent un système antioxydant qui comprend deux protéines, une 
thiorédoxine (Trx), de faible poids moléculaire (10-12 kDa) et une thiorédoxine-réductase 
(Trx-R), une séléno-protéine NADPH dépendante. Les Trx sont des dithiol-disulfide 
oxydoréductases qui catalysent la réduction des disulfides en sulfhydriles correspondants. 
Deux isoformes de thiorédoxine existent chez les mammifères, la Trx1 cytosolique et 
nucléaire et la Trx2, mitochondriale [709]. Elles sont responsables du maintien des 
cystéines dans leur état réduit. En effet, certains résidus cystéine, en réponse aux 
changements de l’état redox cellulaire, sont la cible de modifications oxydatives capables 
de modifier l’activité de nombreuses protéines. Ces modifications telles que la formation de 
ponts disulfures, la glutathionylation, la nitrosylation et l’oxydation sont des réactions 
réversibles grâce à l’action des Trx et des glutarédoxines. La thiorédoxine est régénérée par 
les Trx-R; elle sert en qualité d’équivalent réducteur dans les processus cellulaires quand 
elle ne réduit pas directement les hydropéroxydes lipidiques [328] (Figure 11). Cette 
enzyme est aussi connue pour son rôle dans le maintien des niveaux cellulaires d’autres 
antioxydants comme la Mn-SOD [501;808]. Ce système a récemment été reconnu pour 
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limiter le stress oxydant en agissant indirectement via la régulation de signaux de 
transduction [847]. Au niveau vasculaire, la Trx est présente dans les cellules endothéliales 
et les cellules musculaires lisses vasculaires. 
 
 
 
Figure 11 : Le système thiorédoxine (TRX), adaptée de [847]. 
 
 
 
Les glutarédoxines (Grx) sont aussi des dithiol-disulfide oxydoréductases (9 - 15 kDa) qui 
nécessitent le GSH pour leur activité catalytique. Le GSSG est régénéré par la GSH 
réductase et la NADPH [328;329]. Deux isoformes existent chez les mammifères, la Grx1 
cytosolique [480] et la Grx2 mitochondriale [268;479], codées par deux gènes différents. 
La fonction principale de ces enzymes est de réduire les disulfides mixtes entre protéine et 
GSH, un mécanisme appelé dé-glutathionylation même si elles peuvent aussi réduire 
certains disulfides protéiques. 
 
I - B-2-9-6-1-e Les hèmes oxygénases 
Les hèmes oxygénases (HO) sont des protéines qui catalysent la dégradation des molécules 
d’hème en biliverdine et génèrent du monoxyde de carbone et du fer [746] (Figure 12). Le 
Protéine-S2 
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Protéine-(SH)2 
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mécanisme enzymatique des HO n’est pas encore complètement élucidé mais le fait que la 
biliverdine et le monoxyde de carbone soient des piégeurs d’espèces radicalaires [144;570] 
expliquerait en partie le rôle antioxydant de ces protéines, par conséquent leur capacité à 
réduire le stress oxydant. 
 
Figure 12 : Mécanisme enzymatique des hèmes oxygénases (HO), adaptée de [233]. 
 
 
Trois isoformes ont été caractérisées, HO1, HO2 et HO3 [571]. HO1 est inductible alors 
que HO2 et HO3 sont exprimées constitutivement [144;487]. L’expression de HO1 est 
induite par plusieurs stresseurs dont l’hyper- et l’hypoxie, la diminution de GSH, les 
cytokines, l’augmentation de la pression sanguine et le stress oxydant 
[118;125;227;353;430]. Des souris invalidées pour HO1 sont très sensibles au stress 
oxydant [616]. Il existerait différents mécanismes d’actions par lesquels l’induction de HO1 
pourrait assurer une protection contre les maladies vasculaires athérosclérotiques [722]. 
Dans les cellules endothéliales, une augmentation de l’expression de HO1 conduit : (i) à 
une diminution des molécules d’adhésion (CAMs) qui elles-mêmes diminueraient le 
nombre de cellules inflammatoires dans le mur vasculaire; (ii) à une augmentation de la 
protection antioxydante; (iii) à favoriser la croissance cellulaire et la ré-endothélialisation, 
et (iv) à une augmentation de la production de NO, conduisant à une augmentation du 
nombre de cellules endothéliales. Au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires, une 
Hème oxygénase 
Hème  Biliverdine Bilirubine 
Biliverdine Réductase 
Férritine 
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augmentation de l’expression d’HO1 fournit une protection en augmentant la relaxation, la 
protection antioxydante, l’apoptose en diminuant la prolifération [722] (Figure 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13 : Effets protecteurs de hème oxygénase de type-1 (HO-1), adaptée de [722]. 
CE : cellules endothéliales; CMLV : cellules musculaires lisses vasculaires; NO : oxide nitrique; CAMs : molécules 
d’adhésion 
 
 
 
I - B-2-9-6-1-f Les paraoxonases 
La famille des paraoxonases (PON) sont des enzymes qui semblent contribuer à la défense 
antioxydante vasculaire. Il existe trois isoformes de PON dont deux sériques, synthétisées 
dans le foie et circulant en association avec les HDL : la paraoxonase/arylesterase-1 ou 
PON1 et la paraoxonase/lactonase-3 ou PON3. La paraoxonase/arylesterase-2 ou PON2 est 
exprimée dans de nombreux types cellulaires. Les PON semblent participer à la protection 
vis-à-vis des maladies coronariennes avec des rôles dans la défense vasculaire 
antioxydante. En effet, les PON sériques, en particulier PON1, posséderaient une activité 
similaire à la peroxydase, assurant un effet protecteur des lipoprotéines vis-à-vis de 
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l’oxydation [38]. Par ailleurs, une déplétion en PON1 chez la souris augmenterait le stress 
oxydant dans les macrophages et les aortes, associée avec une diminution de la production 
d’anions superoxide et une augmentation du contenu en GSH [655]. De plus, des souris 
déficientes en ApoE et surexprimant PON1 développent moins de lésions 
athérosclérotiques que les animaux ayant un niveau normal d’expression de PON1 [767]. 
L’isoforme PON2 pourrait réduire les niveaux d’ERO dans les cellules endothéliales 
humaines, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes [331]. Des souris déficientes en 
ApoE et PON2 développent plus de lésions athérosclérotiques, alors que celles qui sur-
expriment PON2 semblent être protégées [545]. 
 
I - B-2-9-6-2 Les systèmes antioxydants non enzymatiques 
Différentes molécules de faibles poids moléculaires, liposolubles ou hydrosolubles, 
possédant souvent un groupement thiol, contribuent à la complémentarité des défenses 
antioxydantes de l’organisme. Les composés hydrosolubles sont principalement représentés 
par le GSH, l'acide ascorbique (vitamine C), l’acide urique et la bilirubine tandis que les 
antioxydants liposolubles sont représentés principalement par la vitamine E et le coenzyme 
Q10. L'albumine et les protéines liant les métaux peuvent également avoir des effets 
antioxydants consistants.
I - B-2-9-6-2-a Le glutathion 
Le glutathion est un tripeptide (L-γ-glutamyl-L-cysteinyl-L-glycine) impliqué dans divers 
rôles. Sous sa forme réduite, le GSH agit comme antioxydant : i) En tant que trappe 
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radicalaire, c’est un piégeur de radicaux hydroxyle et d’oxygène singulet; ii) En tant que 
cofacteur de plusieurs enzymes antioxydantes (GPx, GSH S-transférase); iii) En participant 
à la détoxification des lipides hydroperoxydés par l’action de la peroxyrédoxine 6 mais 
aussi des molécules électrophiles (tels que les aldéhydes et certains xénobiotiques, 
médicaments…) par une liaison directe/spontanée ou via l’action de la glutathion 
transférase. Cette réaction augmente les propriétés hydrophiles des xénobiotiques et 
favorise ainsi leur élimination dans la voie des mercapturates. Finalement, iv) En 
régénérant l’-tocophérol et l’acide ascorbique sous leur forme active [497]. Le GSH est 
considéré comme la molécule intracellulaire non-protéique ayant un groupement thiol, la 
plus abondante, sa concentration peut atteindre 10 mM. Les organes exposés aux toxines 
(foie, poumons, reins et intestins) contiennent la grande majorité du GSH du fait de ses 
fonctions [256] et les fluides biologiques une quantité limitée (ex : concentration 
plasmatique : 3 μM) [180]. Le GSSG issu de ces réactions est réduit par les GR 
dépendantes du NADPH, ou recyclé par les protéines disulfides isomérases au niveau du 
réticulum endoplasmique. Une réduction des niveaux de GSH a été observée dans de 
nombreuses pathologies dont la détresse respiratoire chez l’adulte [577], chez les 
prématurés avec blessure pulmonaire [282] et les individus avec blessure myocardique 
[333]. 
Les mécanismes efficaces de recyclage font du GSH un tampon très efficace contre le stress 
oxydant. Le couple GSH et GSSG est un acteur important du statut redox cellulaire. En 
effet, la mesure du potentiel réducteur du glutathion, calculé selon l’équation de Nernst, à 
partir des concentrations de ce couple de molécules permet d’estimer l’environnement 
redox de la cellule [672]. Le ratio GSH/GSSG est d’ailleurs considéré comme un bon 
marqueur d’évaluation du stress oxydant [365;366]. 
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I - B-2-9-6-2-b L’acide ascorbique 
L’acide ascorbique ou vitamine C, est l'antioxydant plasmatique hydrosoluble le plus 
efficace en plus d’être également reconnu pour son rôle de cofacteur dans les réactions 
enzymatiques d’hydroxylation. Il peut facilement céder un électron à quasiment tous les 
radicaux libres (anion superoxyde, hydroxyle, tocophéroxyle, peroxyle). De plus, 
l’ascorbate participe à la régénération de la vitamine E afin de prévenir l’oxydation des 
lipides présents dans les membranes biologiques [512]. Le piégeage des anions superoxide 
par la vitamine C conduit à la formation de peroxyde d’hydrogène, favorisant l’oxydation 
des lipides et des protéines et sert de substrat pour les phénomènes de nitrosation et 
d’oxydation induits par les peroxydases. Le radical ascorbyle est peu réactif envers les 
constituants cellulaires, il réagit avec lui-même pour former les acides ascorbique et 
déhydroascorbique. Les capacités de régénération de l'acide ascorbique (NADPH avec ou 
sans Trx, GSH) lui permettent de participer à l'arrêt de la propagation des réactions 
radicalaires en chaîne. Mais le couple ascorbate/radical ascorbyle possède un faible 
potentiel redox. 
Par ailleurs, il a été montré que la vitamine C pouvait augmenter la synthèse de NO via 
l’interaction avec BH3. Elle peut régénérer BH4 à partir de BH3, prévenant ainsi le 
découplage d’eNOS [311;340]. 
Toutefois, la vitamine C en association avec les métaux de transition et particulièrement le 
Fe2+, pourrait avoir un rôle pro-oxydant. En effet, il a été montré une augmentation de la 
peroxydation lipidique induite par l’hémoglobine et les ions ferreux dans le système 
nerveux central durant l’hémorragie [659] ainsi qu’une stimulation de la peroxydation des 
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lipides via la réduction du redox actif des ions cuprics et ferreux [108]. Cependant, la mise 
en évidence et l’importance de ce phénomène in vivo, reste encore matière à débat, 
l’ascorbate restant de façon générale, une protection des molécules biologiques de 
l’oxydation. 
 
I - B-2-9-6-2-c L’acide urique 
L’acide urique est le produit final du catabolisme des purines, il est issu de l’oxydation de 
l’hypoxanthine et de la xanthine, réaction catalysée par la xanthine oxydase et la 
déshydrogénase. L’acide urique est considéré comme un antioxydant car il piége l'oxygène 
singulet, les radicaux peroxyle et hydroxyle ainsi que l'acide hypochloreux, même si son 
rôle comme tel n’est pas totalement clarifié [712]. La réaction de l’acide urique avec les 
oxydants entraîne la formation du radical urate, qui peut être alors réduit par l’ascorbate 
[721]. 
 
I - B-2-9-6-2-d La bilirubine, l’albumine et protéines liant les métaux 
La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de l’hémoglobine, un puissant agent 
réducteur et un potentiel antioxydant physiologique [721]. Dans les fluides extracellulaires, 
principalement liée à l’albumine elle est une molécule hydrosoluble hydrophobe. La 
molécule libre et tout comme celle liée à l’albumine peuvent réduire la vitamine E et 
inhiber la peroxydation lipidique dans le plasma et les lipoprotéines [544]. Peu d’études ont 
apporté des évidences directes sur la capacité antioxydante de la bilirubine in vivo, mais les 
récents travaux de Dennery et coll. montrent que des rats nouveau-nés avec une 
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hyperbilirubinémie présentent un dommage oxydant réduit en réponse à une hyperoxie 
[181]. L’albumine, protéine circulante la plus abondante, possède de nombreux 
groupements thiols qui lui permettent, tout comme le GSH, de jouer le rôle de trappe 
radicalaire; même si la vitesse des réactions dans lesquelles elle est impliquée est plus lente, 
elle constitue un important antioxydant plasmatique. 
Cette fonction est complétée par les protéines liant les métaux, également considérées 
comme éléments du système antioxydant. En effet, les métaux de transition (fer, cuivre) 
impliqués dans de nombreuses réactions radicalaires produisent des espèces hautement 
réactives. Les formes de stockage et de transport de ces métaux (transferrine, 
ceruléoplasmine, lactoferrine) ont une fonction antioxydante via un effet chélateur, la 
formation de ces complexes protéines-métaux permet ainsi d'inhiber les réactions de Fenton 
et d'Haber-Weiss, évitant la production du radical hydroxyle. 
 
I - B-2-9-6-2-e Vitamine E 
L’efficacité du système antioxydant repose en partie sur la complémentarité tant dans la 
nature que la localisation des éléments qui le composent. Tout comme les antioxydants 
hydrosolubles, les liposolubles jouent un rôle essentiel dans la prévention des dommages 
oxydants. La vitamine E est le principal antioxydant lipophile pouvant réduire les radicaux 
péroxyls et réagir avec l’O2, l’HOCl et le ONOO- [245]. Il se transforme en radical 
hydroxyle après l'échange d'un électron libre. Le radical tocophéroxyl est peu réactif de par 
sa structure cyclique et peut être régénéré par l'acide ascorbique. La vitamine E existe sous 
huit formes naturelles : quatre tocophérols (, ,  et 	) et quatre tocotriénols (, ,  et 	). 
Chez l’homme, les formes prédominantes sont l’ et le -tocophérol, l’-tocophérol étant la 
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plus active. Du fait de sa nature lipophile, la vitamine E peut agir au site même de la 
peroxydation lipidique membranaire, elle est essentielle dans la prévention de l’oxydation 
des lipides et des lipoprotéines. De nombreuses études ont montré une association entre la 
consommation de vitamine E avec une diminution de l’oxydation des LDL, une réduction 
du risque d’athérosclérose et des maladies coronariennes [637;713]. Cependant à fortes 
doses, elle pourrait comme la vitamine C, avoir des effets pro-oxydants, responsable d’une 
peroxydation lipidique [833], pourrait diminuer l’activité de la SOD et de la CAT dans la 
muqueuse gastrique de patients atteints de gastrite [71].  
Dans une étude chez le rat, il a été montré que le γ-tocophérol mais pas l’isomère-α, inhibe 
l’inflammation induite ainsi que l’augmentation des éicosanoïdes pro-inflammatoires 
associée à la peroxydation lipidique [362]. De plus, il serait plus efficace que l’α-
tocophérol in vitro, dans la protection contre les dérivés réactifs de l’azote. L’évaluation de 
son potentiel de protection contre l’inflammation et les maladies cardiovasculaires in vivo 
est maintenant étudié [316]. 
 
I - B-2-9-6-2-f Le coenzyme Q10 
La famille des ubiquinones, molécules liposolubles synthétisées par les animaux et 
l’homme, contient le coenzyme Q10. Celui-ci constitue la forme prédominante 
d’ubiquinone et il est retrouvé virtuellement dans toutes les membranes cellulaires ainsi que 
dans les lipoprotéines. Sa capacité à donner et à recevoir des électrons est importante pour 
les fonctions physiologiques. Il joue aussi un rôle essentiel comme élément de transfert 
d’électrons et de protons dans la production mitochondriale d’ATP et le maintien d’un pH 
optimal dans les lysosomes [163]. La forme entièrement réduite du coenzyme Q10, 
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l’ubiquinol, est un efficace antioxydant pouvant inhiber l’oxydation des lipides 
membranaires et des protéines [231]. Il participe à la ligne de défense antioxydante 
liposoluble primaire contre la peroxydation lipidique des LDL, même s’il est moins 
abondant que l’α-tocophérol. L’ubiquinol réduit l’α-tocophérol et cette propriété compte 
probablement fortement dans son contrôle de la peroxydation lipidique [721]. 
 
I - B-2-9-7 Balance oxydants-antioxydants 
Il est maintenant bien établi que les espèces réactives ont un double rôle, à la fois bénéfique 
pour défendre l’organisme et délétère dans le cadre d’un stress oxydant intense et/ou 
prolongé. À de faibles concentrations, elles sont bénéfiques jouant un rôle dans la 
régulation redox de plusieurs fonctions physiologiques. Au contraire, une surproduction, 
résultant par exemple de l’activité mitochondriale de la chaîne de transport des électrons ou 
d’une stimulation excessive des NADPH oxydases, provoque un stress oxydant qui peut 
entraîner des dommages aux constituants cellulaires (lipides, protéines et ADN). La 
régulation redox et le stress oxydant sont déterminés par l’amplitude et la durée de 
l’augmentation des niveaux de ces molécules comme schématisé sur la Figure 14. Les 
faibles concentrations cellulaires (« I) baseline level ») de ces espèces réactives peuvent 
être augmentées de façon contrôlée, conduisant à un déséquilibre temporaire (« II) 
Regulatory imbalances »), nécessaire à l’activation de certaines fonctions cellulaires. La 
production soutenue et excessive va conduire à des modifications persistantes de voies de 
signalisation, d’expression génique ainsi qu’à des dommages oxydants (« III) 
Dysregulation by chronic oxidative stress »). 
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Figure 14 : Régulation redox et stress oxydant; adaptée de [197]. 
ERO : espèces réactives de l’oxygène; ERN : espèces réactives de l’azote 
 
 
I - B-2-9-7-1 Le potentiel redox 
Comme précédemment défini, une molécule est dite oxydante si elle a le pouvoir de gagner 
un électron; la molécule qui fournit cet électron passe de l’état réduit à l’état oxydé et 
inversement pour la molécule oxydante. Les états oxydés et réduits d’une même molécule 
forment un couple redox dont le potentiel rédox (E) croit avec le pouvoir oxydant de 
l’espèce oxydée du couple. Le potentiel redox intracellulaire représente la résultante de 
l’ensemble des couples redox et il est évalué par le rapport des concentrations des formes 
oxydées et réduites d’un couple redox prépondérant. Le couple formé par le GSH et le 
GSSG est généralement utilisé pour mesurer le potentiel redox intracellulaire, il est 
important de ne pas le confondre avec le statut redox cellulaire qui règle l’homéostasie 
redox intracellulaire. 
Temps
Concentrations 
 d’ERO et d’ERN 
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I - B-2-9-7-2 Le statut redox 
Les niveaux extra- et intracellulaires des ERO/ERN sont contrôlés et ajustés de façon 
précise par les processus redox. Les couples redox constituent un réseau avec pour but 
l’échange des électrons pour garantir la fonctionnalité de certaines enzymes. Trois 
principaux couples redox déterminent le statut redox cellulaire : (NADPH/NADP+), 
(TRXred/TRXox) et (GSH/GSSG). Ils modulent l’état de plusieurs molécules (protéines, 
lipides et glucides) ayant des rôles clés dans la signalisation cellulaire. Des fluctuations 
dans le statut redox vont affecter le fonctionnement cellulaire et/ou son intégrité par 
l’activation de voies de signalisation sensibles à l’état redox (réponse immunitaire, 
apoptose) ou par la dégradation de constituants cellulaires (oxydation des lipides, protéines, 
glucides) [197;224]. 
 
I - B-2-9-7-3 Les réactions redox et la signalisation cellulaire 
Physiologiquement, les espèces réactives produites agissent sur des cibles spécifiques pour 
moduler des voies de signalisation. Cette spécificité est importante puisqu’elle distingue la 
signalisation redox du stress oxydant. La signalisation redox implique que l’état redox 
cellulaire soit transitoirement perturbé par une augmentation de la production des espèces 
réactives ou par une diminution de l’activité des systèmes antioxydants. Dans ce contexte, 
les réactions redox impliquent l’oxydation réversible d’un acteur d’une voie de 
signalisation dont l’activité globale va être modulée. Le stress oxydant entraînera lui, une 
oxydation irréversible des acteurs de la cascade de signalisation pour engendrer les 
phénomènes tels que l’apoptose et les processus inflammatoires [721]. 
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I - B-2-9-8 Stress oxydant et dommages aux biomolécules 
Comme mentionné ci-dessus, les espèces réactives dites primaires (O2−•, H2O2, etc.) sont 
générées physiologiquement, elles participent à la régulation redox de l’expression de gènes 
pour moduler certaines fonctions cellulaires. Dans les conditions où le système est dépassé, 
du à une trop forte production d’espèces réactives et/ou une diminution des défenses 
antioxydantes, les constituants cellulaires sont susceptibles d’être oxydés, pouvant altérer 
leurs structures et fonctions. Ainsi les espèces primaires, de par leur action oxydante, 
convertissent les constituants cellulaires en produits secondaires capables à leur tour 
d’induire des dommages. Les espèces réactives secondaires comme les radicaux, alkyle 
(R•), alkoxyle (RO•) et alkoperoxyle (ROO•) sont générées à partir de chaînes d'acides gras 
polyinsaturés, des glucides et des acides aminés. 
 
I - B-2-9-8-1 Lipides 
La structure et l’abondance des lipides polyinsaturés tels que les phospholipides, le 
cholestérol, les esters de cholestérol, les glycolipides des membranes cellulaires et les 
lipoprotéines en font des cibles pour l’oxydation par les métaux et les radicaux libres 
oxygénés [298]. Cette oxydation déclenche une série de réactions en chaîne, la 
peroxydation lipidique, qui conduit à la formation de lipides hydropéroxydés (LOOH) ou 
d’aldéhydes. Les LOOH étant en effet instables en milieu aqueux, ils se décomposent 
facilement en produits secondaires, tels que les aldéhydes. La peroxydation lipidique se 
décompose en trois phases : l’initiation, la propagation et la terminaison (Figure 15). 
L’initiation est due à l’attaque d’une espèce radicalaire (R• , HO•, RO•, ROO•, ONOO•) 
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suffisamment réactive pour arracher un hydrogène situé en  d’une double liaison (H le 
plus labile) d’un acide gras polyinsaturé (LH) produisant un radical lipidique (L•). Un 
réarrangement intramoléculaire stabilise le radical avec la formation d’un diène conjugué 
capable de réagir facilement avec l’O2 pour donner LOO•, la réaction en chaîne 
(propagation) se crée alors, ce dernier ayant la capacité d’arracher un hydrogène d’une 
molécule d’acide gras adjacente, ou d’évoluer en peroxyde cyclique qui, au contact d’un 
autre acide gras donne naissance à un nouveau radical diène. La combinaison de LOO• avec 
un atome d’hydrogène conduit à la formation d’un hydropéroxyde lipidique (LOOH) qui, 
sous l’action des métaux (Fe2+ ou Cu+), formera LO• et HO•. La phase terminale de 
dégradation conduira le radical LOO• à subir une coupure non enzymatique pour donner 
naissance à divers produits, tels que des aldéhydes (,  insaturés) plus ou moins toxiques 
comme le 4-hydroxynonénal (HNE), le malondialdéhyde (MDA) et l’oxonénal [19;768] 
ainsi que les isoprostanes [160]. 
 
 
Figure 15 : La peroxydation lipidique; adaptée de [511]. 
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La nature et la structure des acides gras touchées par la peroxydation déterminent l’intensité 
et la multiplicité des produits générés; ceux-ci n’étant pas directement proportionnel au 
nombre de carbones. L’oxydation des lipides, des lipoprotéines circulantes ou les 
phospholipides membranaires ont des conséquences différentes. La peroxydation lipidique 
peut créer des altérations de la membrane avec modifications de sa fluidité, de sa 
perméabilité et de sa structure, mais aussi inactiver des récepteurs ou des enzymes 
membranaires. L’oxydation des acides gras des lipoprotéines conduit à leur captation par 
les macrophages, à l’origine de la formation de dépôts lipidiques retrouvés au niveau de la 
plaque d’athérome impliqués dans les maladies cardiovasculaires [123]. L’évaluation de 
l’intensité de la peroxydation se fait par la quantification de produits plus ou moins finaux 
et instables. Au laboratoire, nous avons dosé certains aldéhydes et isoprostanes. 
 
- Les aldéhydes 
 
Plus stables que les radicaux libres très réactifs, les aldéhydes possèdent une durée de vie 
plus longue leur permettant de diffuser à partir de leur lieu de formation pour atteindre et 
attaquer des cibles intra- et extracellulaires distantes de l’évènement radicalaire d’origine. 
Les aldéhydes présentent une grande réactivité envers les macromolécules (protéines, 
lipides et ADN) formant ainsi des adduits covalents. Les trois principaux groupes 
d’aldéhydes sont les 2-alcenals (ex : hexenal), les 4-hydroxy-2-alcenals (ex : HNE) et les 
cetoaldéhydes (ex : MDA). 
HNE : Depuis sa première caractérisation en 1991 [215], ce composé a fait l’objet d’une 
recherche importante pour une meilleure compréhension de sa formation et de son rôle dans 
le développement des maladies inflammatoires chroniques [768]. Cet aldéhyde est formé à 
partir des hydroperoxydes émanant de l’oxydation de l’acides linoléique et arachidonique 
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[254]. Sa concentration cellulaire varie entre 0,1-3 
M dans les conditions physiologiques 
[768] à 5-10 
M dans les conditions pathologiques [614]. Le HNE agit comme un second 
messager toxique, capable d’altérer des activités biologiques cellulaires allant de 
l’inhibition de la synthèse et de la fonction des peptides (GSH), jusqu’à l’inactivation des 
enzymes (enzymes contenant des fonctions -SH) en passant par la stimulation de processus 
inflammatoires (induction de la cyclo-oxygénase 2) et l’inhibition des gènes de la réponse 
antioxydante (Nrf2) [585]. La formation d’adduits covalents avec les protéines (HNE-
protéines) représente également un évènement toxique à travers lequel les molécules 
perdent leur activité biologique [408]. 
Au cours de ce travail de thèse, le MDA a été considéré. 
MDA : Ce -dialdéhyde tricarboné le plus simple et le plus connu, est produit lors de la 
coupure des acides gras polyinsaturés (n-6 et peu de n-3) possédant au moins deux doubles 
liaisons [215]. Cependant la formation de ce composé manque de spécificité en termes de 
biomarqueur de la lipoperoxydation. En effet, d’autres composés non lipidiques tels que le 
désoxyribose ou le saccharose mais aussi la biosynthèse des éicosanoïdes sont capables de 
générer du MDA [308;777]. Tout comme le HNE et même s’il est beaucoup moins réactif, 
il est capable de réagir avec des groupements -aminés de lysine au sein des protéines, pour 
former des adduits MDA-protéines. 
 
- Les F2-isoprostanes 
 
Cette famille de substances semblables aux prostaglandines PGF2 est produite in vivo par 
une attaque radicalaire des espèces réactives sur l’acide arachidonique [525]. Les F2-
isoprostanes sont tout d’abord estérifiés sur les phospholipides puis détachés sous forme 
libre dans la circulation sanguine par des phospholipases [526] avant leur excrétion dans les 
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urines. Ils sont relativement stables, présents en quantité dosable en conditions 
physiologiques et les concentrations urinaires et plasmatiques sont modulées par un stress 
oxydant in vivo tout comme leur formation est modulée par certains antioxydants 
[199;638]. Parmi les 64 isomères des F2-isoprostanes, la classe des 8-iso-Prostaglandines 
F2 (iPF2-III ou 15-F2t-IsoP) est celle que l’on retrouve au niveau plasmatique et urinaire 
chez l’homme. Sa quantification est d’ailleurs la référence actuelle pour l’évaluation du 
stress oxydant in vivo et comme biomarqueur de la peroxydation lipidique dans le cadre de 
nombreuses pathologies inflammatoires et chroniques [162;300]. De plus, les isoprostanes 
iPF2-III ont été associés à la vasoconstriction [199] dans le lit vasculaire rénal et 
pulmonaire [525]. 
 
I - B-2-9-8-2 Protéines 
Les protéines peuvent être des cibles des ERO et des ERN. Les chaînes latérales de certains 
acides aminés sont très sensibles à l'oxydation. Les protéines comportant un groupement 
sulfhydrile (-SH) sont les plus affectées. La présence de ce groupement dans les enzymes et 
les protéines de transport est généralement impliquée dans la structure tridimensionnelle et 
le fonctionnement du site catalytique et par conséquent dans la fonctionnalité. L’oxydation 
de ces protéines entraîne donc généralement une perte des propriétés biologiques et les rend 
plus sensibles à l’action des protéases. Les protéines oxydées deviennent hydrophobes, par 
suppression des groupements amines ionisables ou par extériorisation des zones 
hydrophobes et constituent des amas qui, une fois associés aux lipides forment des dépôts 
de lipofuschines [453]. La carbonylation est formée par l'oxydation de la lysine, de 
l'arginine et de la proline. La fragmentation oxydative [711] génère aussi des dérivés 
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carbonylés. La formation de dérivés carbonyles étant plus importante que les autres types 
de modifications oxydatives [176], le contenu en protéines carbonylées est souvent utilisé 
comme marqueur de stress oxydant. Au pH physiologique, la majorité des résidus cystéine 
des protéines sont protonés (Cystéine-SH), d’autres sont sous forme d’anion thiolate 
(Cystéine-S-) [228]. Il semblerait que ces Cystéine-S- servent de « switch » sensible à l’état 
redox et régulent la fonction de ces protéines [153]. L'oxydation des groupements 
sulfhydriles des cystéines peut conduire à la formation de ponts intra et inter-disulfures, de 
protéines glutathionylées (protéine-SSG), nitrosylées (protéine-SNO) et sulfonylées 
(protéine-SOH). Ces modifications oxydatives, en changeant l’état thiol/disulfide, sont 
souvent impliquées dans la signalisation cellulaire et dans les conditions physiologiques, 
elles sont réversibles par l'action des thiorédoxines et des glutarédoxines. Toutefois un 
stress oxydant sévère peut conduire à la formation d’acide sulfinique (Cystéine-SO2H) et 
sulfonique (Cystéine-SO3H), formes dites hyperoxydées. Ces oxydations successives sont 
généralement irréversibles. La méthionine, autre acide aminé soufré, est aussi très sensible 
à l'oxydation, certaines formes sont réversibles. Les agents oxydants touchent aussi de 
façon irréversible les acides aminés aromatiques, tyrosine, phénylalanine, tryptophane et 
thréonine formant pas exemple l'acide hypochloreux (3-chlorotyrosine), l'acide 
peroxynitreux (3-nitrotyrosine). 
De plus, comme mentionné précédemment, certains aldéhydes peuvent réagir avec les 
groupements nucléophiles des protéines, générant des adduits de Michael ou des bases de 
Schiff qui peuvent à leur tour être modifiés par des réactions de tautomérization, 
d’oxydation, de déshydratation ou par condensation d’un second aldéhyde pour produire 
des produits finaux de la lipoxydation avancée stables [671]. Toutes ces modifications 
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touchent aussi bien les protéines de structure, les enzymes que les facteurs de transcription, 
conduisant alors à des conséquences biologiques multiples. 
 
I - B-2-9-8-3 Acides nucléiques 
Les acides nucléiques et particulièrement la guanine, sont très sensibles aux radicaux libres. 
L’oxydation des bases par attaques radicalaires engendre la formation de diverses 
molécules modifiées : le radical hydroxyle peut s’additionner sur les doubles liaisons des 
purines et des pyrimidines et former le 8-hydroxy-désoxyguanosine (8-OHdG) [299], qu’il 
est possible de doser à partir d’extraits cellulaires. Le péroxynitrite peut quant à lui causer 
des fragmentations au sein de la molécule d’ADN. La mesure de 8-OHdG sert 
généralement d’indicateur fiable de dommage oxydatif à l’ADN [149;300]. Une altération 
de l’ADN a été suggérée pour être en partie impliquée dans le diabète de type 2 [170] et les 
maladies inflammatoires [27]. L’altération de l’ADN peut être réparée par l’ADN 
glycosylase [146] mais si le degré d’oxydation est trop important, la réparation est court-
circuitée pour conduire à une mutagenèse ou une carcinogenèse. De plus, il est important de 
souligner qu’une augmentation des niveaux de 8-OHdG peut aussi provenir de la 
dégradation du dGTP oxydé dans le pool précurseur d’ADN de manière totalement 
différente du processus de réparation qui élimine les résidus oxydés de guanine. Les 
aldéhydes comme le MDA et le 4-HNE sont également capables de réagir avec l'ADN et de 
former des adduits. Ces dommages oxydatifs permanents du matériel génétique vont causer 
des mutations ponctuelles qui peuvent avoir des conséquences graves sur la synthèse des 
protéines. 
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I - B-2-9-9 Effets du stress oxydant sur les fonctions vasculaires 
Le stress oxydant module les voies de transduction du signal vasoconstricteur mais aussi 
vasodilatateur résultant en un changement du tonus vasculaire et en un remodelage 
vasculaire associés avec l’augmentation de la résistance périphérique et l’hypertension 
[115]. 
Au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV), les ERO exercent leurs 
effets directs notamment sur les protéines tyrosine phosphatase [757]. L’inhibition des 
tyrosines phosphatases par les ERO résulte en une augmentation de la phosphorylation des 
tyrosines, modulant non seulement les récepteurs aux protéines tyrosine kinase tels que 
epidermal growth factor receptor (EGFR), insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-1R) et 
platelet-derived growth factor receptor (PDGFR), mais également les non-récepteurs 
tyrosine kinase tels que Src, FAK, PI3K et JAK2 [757;759]. Src peut aussi être directement 
activé par H2O2 dans les fibroblastes [8] et les cellules CMLV stimulées par l’AngII 
[776;802]. La production d’anions superoxide via la NADPH oxydase est importante pour 
l’activation de JAK2 via l’AngII [673]. 
Nuclear factor-kappa B (NFB) et la protéine 1 activatrice (AP-1) modulent l’expression 
des gènes inflammatoires tels que monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), des molécules 
d’adhésion telles que vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) et intracellular 
adhesion molecule-1 (ICAM-1) et les interleukines [101]: toutes sont impliquées dans les 
réponses vasculaires et le remodelage dans l’hypertension et l’athérosclérose. NFB est le 
premier facteur de transcription activé en réponse directe à un stress oxydant [677]. AP-1 
est activé dans des conditions pro-oxydantes générées par des agents tels que les anions 
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superoxide et l’ H2O2. Dans les CMLV, les LDL oxydés [30], HNE [657] augmentent 
l’expression d’AP-1. 
Les ERO activent aussi d’autres voies de signalisation incluant mitogen-activated protein 
kinases (MAPK) incluant ERK1/2, p38 MAPK, JNK, ERK5 qui sont impliquées dans la 
croissance cellulaire, l’inflammation, l’apoptose et la différenciation cellulaire [762]. En 
effet, il a été montré qu’ H2O2 activait p38 [344] et l’utilisation d’antioxydants a prévenu 
l’activation d’ERK suite aux forces de cisaillement « shear stress » [852]. Cela démontre 
l’implication des ERO dans l’activation des MAPK. 
Le stress oxydant conduit à un excès de prolifération cellulaire, d’hypertrophie, de 
remodelage et de lésions vasculaires [280;416]. Les ERO induisent l’apoptose et la 
différenciation dépendamment de la forme générée, et de la concentration d’ERO. En effet, 
H2O2 à de fortes concentrations (500 μM to 1 mM) induit l’apoptose, tandis qu’à 
concentration plus modérée (100 μM) il provoque l’arrêt du cycle cellulaire en G1 [459]. 
Les péroxynitrites quant à eux stimulent le détachement et (shedding) la perte cellulaire 
(ces deux actions sont regroupées sous le terme anoikis) [184]. Les ERO modulent la 
structure vasculaire dans l’hypertension via l’augmentation du dépôt de matrice 
extracellulaire. En effet, les ERO en influençant l’activité des métalloprotéinases-2 et -9 
(MMP-2 et -9), favorisent la dégradation de la matrice extracellulaire [621]. 
L’effet vasorelaxant de l’endothélium est principalement induit par la production de NO qui 
conduit à une vasodilatation au travers de la formation de cyclic guanosine monophosphate 
(cGMP) dans les CMLV. La présence de péroxynitrite peut antagoniser les effets 
vasodilatateurs du NO. Cela diminue la biodisponibilité du NO dans les vaisseaux, réduit la 
vasodilatation, et à moyen terme stimule la croissance des CMLV, le remodelage 
vasculaire, favorise l’inflammation vasculaire et l’agrégation plaquettaire [115]. Les anions 
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superoxide peuvent activer la vasoconstriction, De Champlain et coll. ont démontré que les 
anions superoxide peuvent stimuler d’une manière dose-dépendante la production d’inositol 
triphosphate (IP3) au travers la stimulation spécifique de récepteurs tyrosine kinase couplés 
à la phospholipase C gamma (PLC) [840], et l’augmentation des concentrations de 
calcium intracellulaire. H2O2 peut aussi augmenter les concentrations de calcium dans les 
CMLV et les cellules endothéliales [476]. 
Également, les anions superoxide diminuent la formation de GMPc et exercent aussi un 
feedback négatif sur l’activité de la PLC, par conséquent potentialisent la formation d’IP3 
[841]. Tous ces mécanismes ont été retrouvés dans les CMLV de rats SHR, traduisant par 
conséquent que ces cellules peuvent être hyperactivées par le stress oxydant [840]. 
 
I - B-2-9-10 Stress oxydant et hypertension 
I - B-2-9-10-1 Hypertension expérimentale 
 
Une augmentation des indices de stress oxydant vasculaire à été démontrée chez le modèle 
expérimental d’hypertension artérielle le plus étudié soit le rat SHR et le rat SHR 
susceptible aux ACV. Chez ces animaux, qui développent spontanément une hypertension, 
la production d’anions superoxide induite par la NADPH oxydase est augmentée au niveau 
des vaisseaux mésentérique et aortique [582], associée avec une surexpression de sous-
unités de la NADPH oxydase [581] et plusieurs polymorphismes dans la région promotrice 
du gène de p22phox ont été identifiés chez le rat SHR [858]. Une augmentation de 
l’expression de p47phox a aussi été rapportée dans la vasculature rénale, la macula densa et 
le néphron distal de jeunes SHR, suggérant par conséquent qu’une augmentation de la 
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NADPH oxydase rénale précède le développement de l’hypertension [248]. Chez le rat 
SHR et le rat SHR susceptible aux ACV, l’augmentation de la production vasculaire 
d’anions superoxide est associée à une diminution de la biodisponibilité en NO et une 
diminution de la thiorédoxine [739;753]. Le traitement avec des vitamines antioxydantes, 
des inhibiteurs de la NADPH oxydase, des mimétiques de la SOD, le BH4 ou bien avec des 
bloqueurs d’AT1R diminue la production d’anions superoxide et atténue le développement 
de l’hypertension [582]. 
Le stress oxydant vasculaire a aussi été démontré dans des modèles d’hypertension induite 
expérimentalement, tels que l’hypertension induite par l’AngII [794], l’hypertension 
sensible au sel [763], l’hypertension rénovasculaire [452], l’hypertension associée à 
l’obésité [192] et l’hypertension provoquée par les minéralocorticoïdes notamment par 
l’aldostérone [548]. Une activation vasculaire de la NADPH oxydase, et d’eNOS non 
couplée ont été associées à une augmentation des niveaux d’anions superoxide dans ces 
modèles expérimentaux d’hypertension [415;428]. 
Dans un autre modèle d’hypertension associée à une résistance à l’insuline (animaux à qui 
on a donné une solution de glucose 10 % à boire pendant 3 à 4 semaines), l’augmentation 
de la pression sanguine était fortement reliée au développement de la résistance à l’insuline 
et à une augmentation de la formation d’anions superoxide au niveau aortique [206]. Dans 
ce modèle la production d’anions superoxide ne semblait pas être due à une augmentation 
de l’activité de la NADPH oxydase, mais plus par une augmentation de l’activité 
mitochondriale [207]. 
Dans les modèles de programmation de l’hypertension, notre équipe et d’autres ont 
démontré dans l’aorte de rats adultes -exposés in utero à une diète faible en protéines ou 
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avec RCIU à la suite d’une ligature d’artère utérine- une production d’anion superoxide 
augmentée induite par la NADPH oxydase [20;239;750;855]. 
 
I - B-2-9-10-2 Hypertension humaine 
Des études cliniques démontrent une augmentation dans la production d’ERO chez les 
patients avec une hypertension essentielle, une hypertension rénovasculaire, une 
hypertension maligne et une prééclampsie [319;440;468]. Des patients hypertendus 
présentent au niveau sanguin et au niveau de cellules mononucléaires périphériques non 
seulement une déficience en antioxydants (SOD, CAT, GPx) mais aussi des quantités 
importantes de sous produits de la peroxydation des lipides (MDA) et de l’oxydation de 
l’ADN génomique et mitochondriale (8-OHdG) [630]. Par conséquent, ces altérations 
pourraient affecter la fonction des cellules endothéliales et ainsi contribuer au 
développement et maintien des complications cardiovasculaires durant l’hypertension. 
Également, il a été montré que les leucocytes polymorphonucléaires et les plaquettes qui 
sont deux sources d’anions superoxide pouvaient participer au stress oxydant vasculaire et à 
l’inflammation chez des patients hypertendus [514;851]. 
L’activation du SRA a aussi été proposée comme un médiateur potentiel de l’activation de 
la NADPH oxydase et dans la production d’ERO [758]. Le blocage du récepteur AT1 de 
l’AngII, l’utilisation d’ACEi ont contribué à diminuer la production d’ERO [853]. 
Également, des polymorphismes touchant certaines sous-unités de la NADPH oxydase 
pourraient jouer un rôle dans l’hypertension. Le polymorphisme, -930 (A/G), dans le 
promoteur du gène p22phox, pourrait être un important marqueur génétique associé avec 
l’hypertension [522]. 
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I - B-2-9-10-3 Stress oxydant : primaire ou secondaire à l’hypertension 
De nombreuses études basées sur des données indirectes ont conclu que le stress oxydant 
était augmenté dans l’hypertension, mais que ce phénomène était sûrement secondaire à la 
survenue de cette maladie. En effet, dans l’hypertension légère à modérée non traitée, la 
peroxydation des lipides (8-iso-PGF2) n’est pas augmentée, suggérant que le stress 
oxydant ne serait pas impliqué dans la pathogenèse de l’hypertension essentielle chez 
l’homme du moins dans les premiers stades de développement [161]. 
Par ailleurs, des évaluations directes de la formation d’anions superoxide et de l’activité de 
la NADPH oxydase ont suggéré que le stress oxydant pourrait être plus une cause du 
développement de l’hypertension plutôt qu’une manifestation secondaire. Il a été montré 
aussi dans des modèles d’hypertension chez le rat sensible au sel, et SHR, qu’il y avait au 
niveau aortique et dans les CMLV en culture une augmentation progressive dans la 
production d’anions superoxide et de l’activité de la NADPH oxydase [842]. Il est possible 
que cela se développe en parallèle avec l’élévation de la pression sanguine chez le rat SHR 
entre la 6ème et 12ème semaine de vie. Une augmentation de la production d’anions 
superoxide dans des CMLV en culture de rat SHR a été montrée en absence de stimulus de 
pression, traduisant par conséquent que l’augmentation de la production d’anions 
superoxide au niveau aortique ne semble pas être secondaire à l’élévation de la pression 
sanguine [842]. 
108 
 
 
I - B-2-9-11 Raccourcissement télomérique 
Le diabète de type 2 se caractérise par une augmentation du stress oxydant associée avec 
une augmentation des dommages oxydatifs à l’ADN. Il existe des régions plus sensibles 
aux dommages induits par les ERO, dont les télomères font partie. Un raccourcissement des 
télomères a été rapporté chez des patients avec une intolérance au glucose [10] et avec un 
diabète de type 2 [9]. 
Les télomères sont des séquences répétées d’ADN à l’extrémité des chromosomes 
permettant d’assurer la réplication de l’ADN et de garantir l’intégrité chromosomique. Il a 
été proposé qu’une augmentation des dommages oxydatifs peut accélérer le 
raccourcissement télomérique [665], conduire par conséquent à un vieillissement précoce 
[797]. 
Le risque de développer un diabète de type 2 et de survenue de maladies cardiovasculaires 
augmente avec l’avancée en âge, par conséquent la biologie des télomères pourrait être un 
lien important entre l’augmentation du stress oxydant et le développement de ces 
pathologies [43;335]. Une altération du milieu intra-utérin conduit à une augmentation du 
stress oxydant foeto-placentaire et pourrait engendrer des dommages oxydatifs à l’ADN 
foeto-placentaire. En effet, il a été récemment démontré qu’une restriction de protéines 
administrée chez le rat durant la gestation peut avoir un impact sur la biologie des 
télomères et conduire au développement du syndrome métabolique [743]. Un impact de 
conditions périnatales délétères sur la longueur des télomères associée à des manifestations 
cardiovasculaires n’a pas été démontré à notre connaissance. 
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I - B-2-9-12 Stress oxydant et diabète de type 2 
De façon globale, l’implication du stress oxydant dans le diabète (type 1 et 2) a été mise en 
évidence par l’augmentation dans les niveaux de marqueurs du stress oxydant 
[443;447;629] mais également par des diminutions dans les capacités de défenses 
antioxydantes (voir partie I - B-2-9-6) [472]. Il pourrait être un élément reliant un RCIU ou 
une naissance prématurée avec la survenue ultérieure de désordres métaboliques dont la 
résistance à l’insuline, conduisant plus tard au diabète de type 2 [374]. L’importance 
majeure de la glucotoxicité est maintenant bien établi comme une condition favorisant la 
production des ERO et ERN avec une diminution de la capacité antioxydante cellulaire 
[105;382]. 
 
I - B-2-9-12-1 Stress oxydant et glucotoxicité 
Dans le modèle de RCIU par ligature des artères utérines chez le rat, les perturbations du 
milieu métabolique intra-utérin conséquentes sont associées avec une dysfonction 
mitochondriale et une augmentation du stress oxydant au niveau du pancréas, du muscle et 
du foie, conséquence de modifications dans l’expression de gènes et dans les fonctions 
cellulaires de ces organes [593;698]. Des rats ayant subi un RCIU présentent, entre l’âge de 
3 et 6 mois, des changements dans le métabolisme du glucose : altération de la 
phosphorylation oxydative, de la néoglucogenèse [593], de l’activité de la pyruvate 
déshydrogénase directement liée à une élévation de l’expression de la pyruvate 
déshydrogénase kinase-4, conduisant ensemble à des niveaux basals de glucose hépatique 
plus élevés [796]. De plus, une surexpression hépatique de la PEPCK pourrait à elle seule 
conduire à une augmentation de la production de glucose [730;778] et des niveaux élevés 
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d’ARNm ont été observés chez des ratons nouveau-nés ayant subi un RCIU. Cette 
surexpression pourrait être une conséquence du stress oxydant [387]. Par ailleurs, un déficit 
dans le métabolisme énergétique pourrait être associé à un dysfonctionnement du 
transporteur de glucose (ATP-dépendant) à la surface cellulaire, et par conséquent limiter la 
capture et l’utilisation du glucose par les tissus périphériques, phénomène contribuant au 
développement de la résistance à l’insuline et du diabète de type 2 [680]. Dans ce dernier, 
une production de glucose hépatique élevée associée avec une résistance périphérique à 
l’insuline sont les principaux contributeurs de l’hyperglycémie observée tant à jeun qu’en 
période postprandiale [120;152]. L’implication d’une hyperglycémie postprandiale dans les 
complications du diabète de type 2 sera mentionnée dans la section I - B-2-9-12-4-a. 
 
I - B-2-9-12-2 Mécanismes d’action du stress oxydant dans le diabète 
De nombreuses études ont été réalisées pour identifier les mécanismes par lesquels le stress 
oxydant induit le développement du diabète. Nous nous limiterons ici aux effets sur le 
pancréas avec les impacts sur la synthèse et la sécrétion d’insuline. 
 
I - B-2-9-12-2-a Stress oxydant et cellule  de Langerghans 
Le pancréas est un organe particulièrement sensible au stress oxydant, les cellules  étant 
particulièrement vulnérables du fait de leur faible niveau d’expression des SOD, Cu/Zn et 
Mn-SOD (respectivement 38 et 30 % des expressions hépatiques), de la CAT (non 
détectable au niveau des îlots pancréatiques) et de la GPx (15 % de l’expression observée 
dans le foie) [276;448]. Chez la souris, cela conduit par conséquent à la destruction des 
cellules  après l’administration d’alloxane et de streptozotocine (agents diabétogènes) 
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[489;555]. À l’inverse, une surexpression de Cu/Zn SOD [407], de la Trx [334] et de la 
CAT [843] protège la cellule  du stress oxydant à la suite de cette administration. Par 
ailleurs, une diminution de la production endogène d’insuline par les cellules  de souris 
diabétiques ob/ob a été rapportée après l’activation de la voie de signalisation impliquant 
JNK en présence d’espèces pro-oxydantes (H2O2, HO
• et ONOO-) [376]. Cette voie de 
signalisation est associée à la détérioration de la fonction pancréatique durant le diabète 
[640] et elle implique la synthèse et la maturation de l’insuline. Un traitement avec des 
antioxydants, vitamine E et N-acétyl-cystéine, protège la fonction pancréatique , restaure 
le contenu en insuline et l’expression de son gène [375]. 
 
I - B-2-9-12-2-b Stress oxydant et sécrétion d’insuline 
La sécrétion d’insuline par les cellules  est régulée par une série d’événements 
électrogéniques conduisant à l’exocytose de granules contenant l’hormone. Elle est 
déclenchée par le glucose selon une séquence complexe (Figure 16) : l’entrée du glucose 
dans la cellule et sa métabolisation par la voie de la glycolyse conduisent à une 
augmentation du ratio ATP/ADP cytosolique. S’en suit une fermeture des canaux 
potassiques ATP-dépendants (KATP), une ouverture des canaux calciques voltage-
dépendants et l’exocytose des granules d’insuline [486]. Il a été montré qu’en condition de 
stress oxydant induite par des espèces réactives telles que l’H2O2 et l’HO
•, l’exocytose était 
inhibée via des effets sur la glycolyse et la production d’ATP [404;477;486]. 
L’hyperpolarisation membranaire produite par ces espèces réactives, active directement les 
canaux KATP et maintien la fermeture de ces canaux calciques voltage-dépendants en 
altérant la sécrétion d’insuline [265;538]. 
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Figure 16 : Mécanismes électrogéniques conduisant à la sécrétion d’insuline, adaptée de 
[481]. 
 
I - B-2-9-12-2-c Stress oxydant et sensibilité à l’insuline 
Le stress oxydant et ses effets dans le contexte de la résistance à l’insuline ont été 
particulièrement étudiés avec H2O2 et HO
• et leurs conséquences sur le récepteur à 
l’insuline (IR) et ses substrats (IRS-1 et 2) et la complexe voie de la signalisation de 
l’insuline [216;217]. Très brièvement, en conditions normales, la phosphorylation de la 
sous-unité  du récepteur induite par la liaison avec l’hormone [217] conduit à l’activation 
des molécules de IRS-1 et de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-K) [546]. Cette dernière 
est nécessaire et suffisante pour induire la phosphorylation et l’activation de PKB (aussi 
appelé Akt). Il a été montré dans la lignée cellulaire 3T3-L1 (cellules adipocytaires de rat), 
qu’une surexpression de PKB conduit à une augmentation du transport de glucose et à la 
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translocation de GLUT-4 [150]. Une inhibition par H2O2 de la transduction du signal de 
l’insuline passant par un blocage de l’activation de IR, IRS et PI 3-K a été particulièrement 
montrée dans des études animales [217]. Une augmentation de la phosphorylation des 
molécules de IRS sur certains résidus, réduisant leur association à IR et inhibant la voie 
dépendante de la PI 3-K ont été particulièrement montré en présence de H2O2 et O2
•- [39]. 
Par conséquent l’activité de PKB est inhibée, ainsi que la translocation de GLUT-4 [150]. 
Cela peut conduire à une intolérance au glucose et un diabète de type 2 [75]. De plus, il a 
été montré qu’une inactivation prolongée de la protéine tyrosine phosphatase (PTP) par 
H2O2 et les métaux de transition (zinc et cuivre) pouvait favoriser la résistance à l’insuline 
dans le diabète de type 2 [92;293;488]. En dehors de l’action directe d’espèces réactives, 
les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF) ont aussi été impliquées dans le 
développement du diabète de type 2 sans que l’ensemble des mécanismes soit encore 
clairement établi [15;729]. Comme précédemment, ceci passerait par des processus de 
phosphorylation de certains résidus de IRS-1 et par l’activation de NF-B [729].  
I - B-2-9-12-3 Études humaines 
Encore peu d’études chez l’homme ont clairement mis en évidence l’implication du stress 
oxydant dans la programmation développementale du diabète de type 2. L’association entre 
un RCIU et une augmentation du stress oxydant est cependant assez bien documentée chez 
l’homme [94;377] avec une diminution des activités de la SOD, de la CAT et des niveaux 
sanguins de GSH. De plus, des niveaux plus bas de vitamines C et E ont été retrouvés chez 
des enfants prématurés (29-36 semaines d’aménorrhée) en comparaison à des enfants nés à 
terme [63]. Une association a été aussi trouvée entre les concentrations plasmatiques 
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maternelles et dans le sang de cordon de GSH et de MDA, traduisant que les niveaux de 
stress oxydant maternel peuvent être transférés au fœtus [31]. Des concentrations plus 
élevées de MDA ont également été retrouvées dans le sang de cordon de nouveau-nés petits 
pour l’âge gestationnel en comparaison à celles observées chez des nouveau-nés adaptés 
pour l’âge gestationnel [289]. Enfin, un rapide gain de poids durant l’enfance chez des 
enfants nés avec un faible poids de naissance ou prématurément a été associé avec le 
développement d’un diabète de type 2 plus tard dans la vie [52;213;229;469] et à l’obésité 
[563].  
 
I - B-2-9-12-4 Complications macro et microvasculaires du diabète 
I - B-2-9-12-4-a Complications microvasculaires 
Une hyperglycémie postprandiale conduit à des effets délétères au niveau des tissus 
périphériques qui se traduisent par une augmentation du flux sanguin rétinien, de la 
filtration glomérulaire et du flux plasmatique rénal, ainsi que d’une diminution de la 
conduction nerveuse sensitive et motrice [132], provoquant des pathologies telles que la 
rétinopathie [36;286;396], la néphropathie [632;703;766] et la neuropathie [132;441;864] 
(Figure 17). Ces dommages tissulaires ne se produisent que dans des types bien particuliers 
de cellules : rétiniennes, mésangiales du glomérule rénal et au niveau des neurones et 
cellules de Schwann du nerf périphérique. Cela s’explique par le fait que ces cellules sont 
incapables de réduire le transport du glucose lorsqu’elles sont exposées à l’hyperglycémie 
conduisant par conséquent à une quantité importante de glucose à l’intérieure des cellules 
[309;371]. 
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Figure 17 : Hyperglycémie et complications microvasculaires du diabète. 
DAG : diacylglycérol; PKC : protéine kinase C; eNOS : NOS endothéliale; ET-1 : endothéline-1; ROS : espèces 
réactives de l’oxygène 
 
 
La formation de péroxynitrites va provoquer la cassure double brin de l’ADN, qui peut être 
détectée par la présence de 8-hydroxyguanine et 8-hydroxydéoxyguanosine [583]. Cette 
cassure double brin va conduire à l’activation de la poly (ADP-ribose) polymérase (PARP), 
une enzyme de réparation de l’ADN et à une inhibition de l’activité de la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH) [198]. Cela va avoir pour conséquence une 
augmentation des intermédiaires glycolytiques en amont de la GAPDH. Plusieurs voies 
métaboliques vont être ainsi modulées (Figure 18) : 1) la formation des produits terminaux 
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de glycation ou advanced glycation end products (AGEs), 2) l’activation de la protéine 
kinase C (PKC), et 3) l’activation de la voie des polyols [639] [645]. 
AGEs : L’hyperglycémie peut entraîner la formation de résidus glycosylés ou produits 
d’Amidori, issus de réactions non enzymatiques entre le glucose et les amines primaires des 
protéines; ils subiront une série de modifications et seront convertis en adduits covalents 
stables ou AGEs [105]. Leur formation peut également provenir d’une part, de l’auto-
oxydation intracellulaire du glucose en glyoxal [640] et d’autre part, de la fragmentation de 
certains composés de la glycolyse (ex : glycéraldéhyde-3-phosphate, dihydroxyacétone 
phosphate) en méthylglyoxal [639]. Leur liaison avec leurs récepteurs spécifiques 
cellulaires induit une production massive d’espèces réactives [737] à travers l’activation de 
la NOX [290]. Le rôle des AGEs dans la production d’ERO a été clairement démontré dans 
la survenue des complications vasculaires du diabète [737].  
L’interaction entre les AGEs et leurs récepteurs durant une hyperglycémie activerait la 
PKC, dont la régulation dépend du statut redox, par les ERO/ERN [273]. Celle-ci à son 
tour, activera NOX en augmentant encore la production d’espèces réactives [352].  
Les polyols sont formés via l’action de l’aldose réductase qui convertit les aldéhydes en 
alcools [278]. En condition physiologique, cette enzyme a une faible affinité pour le 
glucose mais lors d’une hyperglycémie, une partie de l’excès est converti en sorbitol [105]. 
L’aldose réductase étant NADPH-dépendante, une hyperglycémie prolongée va rendre la 
cellule vulnérable à l’action des ERO en dimininuant les niveaux de NADPH avec de 
potentiels effets sur le GSH [105]. De plus, l’oxydation du sorbitol en fructose par cette 
voie va augmenter le ratio NADH/NAD+, induire une accumulation des trioses phosphates 
qui à leur tour, vont induire la formation des AGEs [639]. 
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Figure 18 : Voies impliquées dans les complications microvasculaires du diabète. 
AGEs : produits terminaux de glycation; DAG : diacylglycérol; PKC : protéine kinase C 
 
 
I - B-2-9-12-4-b Complications macrovasculaires 
Les patients diabétiques ont une prévalence accrue de survenue de maladies 
cardiovasculaires [405]. L’athérosclérose coronarienne est plus fréquente chez les patients 
diabétiques comparés aux non-diabétiques [195]. Le risque d’accidents cérébrovasculaires 
est également important chez les individus diabétiques et représente une cause importante 
de morbidité et mortalité [442]. En contraste avec les complications microvasculaires, des 
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données provenant du UKPDS (U.K.Prospective Diabetes Study) [1] ont montré que 
l’hyperglycémie n’est pas le principal déterminant pour les complications macrovasculaires 
du diabète. Par l’utilisation de modèles cellulaires et animaux, il a été montré que 
l’augmentation dans le flux d’acides gras libres (AGL), à partir des adipocytes, pénétrant à 
l’intérieur des cellules endothéliales artérielles conduit à une augmentation de l’oxydation 
de ces AGL par la mitochondrie. Cela conduit à une surproduction d’ERO de la même 
manière que celle décrite pour l’hyperglycémie avec une activation des mêmes voies : 
AGE, PKC, GlcNac (héxosamine) et NFB. Nous pouvons noter que l’inhibition de la 
relâche des AGL à partir des adipocytes ou de leur oxydation prévient la survenue de ces 
phénomènes [106]. 
 
I - C MODÈLES UTILISÉS 
I - C-1 DIÈTES FAIBLES EN PROTÉINES DURANT LA GESTATION 
 
I - C-1-1 Différentes diètes 
Plusieurs études ont bien documenté chez le rat qu’une restriction de protéines durant toute 
la gestation de la rate est associée à un RCIU et au développement d’une hypertension plus 
tard dans la vie.  
La majorité des études a étudié les effets de l’administration pour une durée variable (allant 
de 14 jours avant l’accouplement à une partie ou toute la gestation) d’une diète contenant 6, 
9, 12 ou 18 % de protéines [419]. La diète 9 % a conduit à une élévation de la pression 
sanguine, peu de différences ont été observées entre les diètes 12 et 18 %. Certes, 
l’administration d’une diète 6 % conduit à l’augmentation plus importante de la pression 
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sanguine dans la descendance mais une plus grande mortalité dans les premières semaines 
de vie a été observée et cette diète a été peu utilisée dans les études. 
Il existe une période optimale pour l’administration d’une diète restreinte en protéines et 
l’observation d’une élévation de la pression sanguine dans la descendance. Un effet 
maximum sur la pression sanguine a été observée si la restriction protéique incluait la 
dernière semaine de gestation [426;491;786;838]. 
 
I - C-1-2 Choix de la diète utilisée 
Plusieurs équipes de recherche, dont la nôtre ont administré une diète contenant 9 % de 
protéines (LP) durant toute la gestation de la rate. La diète LP est réduite de 50 % en 
protéines (en comparaison à la diète contrôle (CTRL), 18 %) mais fournit 75 % des besoins 
en protéines d’une rate gestante [148]. La source de protéines est la caséine, protéine du 
lait. Ces diètes contiennent 5 g/kg de méthionine et sont isocaloriques avec une 
supplémentation en sucrose et amidon. 
À la naissance, la plupart des études (mais pas toutes [855]) rapportent que les petits de 
mère LP ont un poids plus faible que les contrôles [420;421;686]. Dès 7 semaines de vie, la 
pression artérielle des LP est significativement plus élevée que celle des CTRL. La 
différence s’accentue jusqu’à la 14ème semaine et est toujours présente à la 20ème semaine 
[419]. Tant les mâles que les femelles ont une pression artérielle augmentée qui a été 
constatée lors de mesures de la pression sanguine faites à la queue [426] et in vivo chez 
l’animal vigile, non restreint, et chroniquement cathétérisé [117;424;610]. 
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I - C-1-2-1 Implication du SRA 
Le SRA joue un rôle clé dans l’initiation et le maintien de l’élévation de la pression 
sanguine associée avec une altération du milieu intra-utérin. Dans une série d’études 
précédant mon doctorat, nous avons tout d’abord étudié si les baroréflexes artériels et la 
pression sanguine étaient altérés dans notre modèle et si le SRA jouait un rôle dans ces 
altérations. Chez les descendants LP (comparé aux descendants CTRL, 18 %) nous avons 
observé que la pression sanguine moyenne était augmentée et que la variabilité de la 
pression sanguine était plus importante. À la suite de l’infusion de phényléphrine et de 
losartan, les baroréflexes ont été décalés vers les plus hautes pressions. Pour investiguer 
l’implication éventuelle du SRA périphérique, nous avons administré un iECA, l’énalapril, 
et avons observé un décalage des baroréflexes vers des pressions sanguines plus basses. 
Pour investiguer l’implication potentielle du SRA central, nous avons administré 
intracérebroventriculairement le losartan (bloqueur du récepteur AT1 de l’AngII) et avons 
constaté une réduction de la pression sanguine moyenne, une augmentation de l’expression 
du récepteur AT1. 
Ces données ont démontré un rôle du SRA central et périphérique dans l’hypertension 
induite après une privation en protéines en période fœtale [610]. 
 
I - C-1-2-2 Altération de la vasoréactivité à l’Angiotensine II et de la production 
d’anions superoxide
Par la suite, nous avons observé ex-vivo, sur les artères carotidiennes, une élévation de la 
vasocontraction à l’AngII. Parmi les mécanismes que nous avons investigués, la co-
incubation avec le tempol, analogue de la superoxide dismutase, normalise cette 
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augmentation de réponse à l’AngII uniquement dans le groupe LP, traduisant la présence 
d’une production accrue d’anions superoxide dans ce groupe. Cette production accrue à pu 
être détectée au niveau aortique par deux techniques de chemiluminescence, la lucigénine 
(méthode quantitative) et la dihydroéthidine (méthode plus qualitative) qui ont confirmé 
une production vasculaire accrue d’anions superoxide dans le groupe LP. La co-incubation 
notamment avec l’apocynine, inhibiteur réversible de la NADPH oxydase, normalise cette 
production d’anions superoxide, traduisant une implication de la NADPH oxydase dans ce 
processus. Nous avons aussi observé une augmentation de l’expression du récepteur AT1 
(principal récepteur par lequel les effets vasoconstricteur s’exercent) de l’AngII [855]. 
Nous avons par la suite regardé si l’élévation de la pression sanguine observée à la suite de 
l’administration d’une diète LP à une rate durant toute sa gestation s’accompagnait 
d’altérations de la structure vasculaire. En effet, aussi bien dans les cas d’hypertension à la 
fois expérimentale et clinique, une augmentation de la résistance vasculaire périphérique 
résulte en une dysfonction vasculaire associée ou non à des changements structuraux 
[226;402]. Le remodelage artériel, et la diminution dans la densité des capillaires et 
artérioles, appelée raréfaction microvasculaire, [90] font partie des changements de la 
structure vasculaire pouvant être observés. 
Nous n’avons pas observé de remodelage artériel dans notre groupe LP. Cependant, la 
densité artériolaire et capillaire mesurée au niveau du muscle tibialis anterior est 
significativement diminuée chez l’adulte, et aussi plus tôt au cours de la vie (présent dès le 
7ème et aussi au 28ème jour de vie), mais pas au dernier jour de gestation. Ces observations 
suggèrent l’implication d’un élément déclenchant postnatal associée à une exposition à la 
diète LP en anténatal. De plus cette raréfaction microvasculaire semble primaire au 
développement de l’hypertension.  
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I - C-1-2-3 Implication d’un stress oxydant périnatal 
Un élément environnemental majeur modifié à la naissance est la pression partielle en 
oxygène (PaO2) sanguine de part l’exposition à l’air ambiant contenant 21 % d’O2. Nous 
avons émis l’hypothèse qu’une déplétion en nutriments durant la période fœtale pourrait 
diminuer les capacités antioxydantes du nouveau-né, le rendant par conséquent plus 
susceptible aux dommages oxydatifs à la naissance. Nous avons donc envisagé qu’un stress 
oxydant périnatal pourrait jouer un rôle dans la programmation développementale de 
l’hypertension, la dysfonction vasculaire et la raréfaction microvasculaire associée avec une 
déplétion en protéines durant la gestation. Pour tester cela, nous avons supplémenté la diète 
LP durant toute la gestation, avec un antioxydant, le lazaroide, un inhibiteur de la 
peroxydation des lipides. Le lazaroide a permis de prévenir dans la descendance LP à l’âge 
adulte: i) l’élévation de la pression sanguine, ii) l’exagération de la réponse à l’AngII, iii) le 
défaut de relaxation endothélium indépendant en réponse au nitroprussiate de sodium, iv) la 
raréfaction microvasculaire, v) la diminution des niveaux de glutathion total au niveau 
hépatique chez le fœtus, vi) l’augmentation des niveaux rénaux du 8-iso-PGF2 [117]. 
Par conséquent, cette série d’études suggère que la présence d’un stress oxydant périnatal 
peut conduire à des altérations permanentes dans le développement du système 
cardiovasculaire. 
 
Nous avons par conséquent voulu vérifier qu’un stress oxydant en période néonatale 
pouvait induire une altération de la structure et de la fonction du système 
cardiométabolique. Ces études seront la trame de mes études doctorales. Pour le nouveau-
né, l’augmentation dramatique de la PaO2 à la naissance représente la source potentielle la 
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plus importante d’ERO et donc de stress oxydant, particulièrement si son organisme n’est 
pas prêt à y faire face, comme c’est le cas pour les nouveau-nés prématurés ou avec un 
RCIU (cf. ci-dessous). Pour ces études, nous avons donc utilisé un modèle animal dans 
lequel nous avons exposé des ratons âgés de 3 jours de vie avec leur mère à une 
concentration élevée en oxygène (80 %) pendant une semaine. 
 
I - C-2 EXPOSITION A UNE HYPEROXIE EN PÉRIODE NÉONATALE 
 
L’oxygène est la thérapie la plus fréquemment utilisée chez les nouveau-nés, notamment 
chez les enfants prématurés. La supplémentation en oxygène permet de maintenir une PaO2 
adéquate, qui est évaluée cliniquement en mesurant la saturation en oxygène (SaO2). 
Cependant, si la PaO2 normale d’un nouveau-né de quelques heures de vie est d’environ 90 
mm Hg, elle est de 30 mm Hg chez le fœtus. Cette augmentation rapide de PaO2 peut 
générer une quantité importante de radicaux libres de l’oxygène. Il est clairement admis 
maintenant que la toxicité cellulaire induite par l’oxygène est le résultat de la formation de 
radicaux libres hautement réactifs. Parmi eux, l’anion superoxide, espèce très réactive, 
semble être le principal agent responsable de la toxicité cellulaire induite par l’oxygène 
[218;664]. Parmi les complications liées à la prématurité, la dysplasie bronchopulmonaire 
(DBP) et la rétinopathie du prématuré (ROP) sont les principales patholologies dont 
l’exposition à l’oxygène est un facteur étiologique déterminant. Ces deux pathologies sont 
caractérisées par un développement vasculaire anormal résultant en une paucité alvéolaire 
au niveau pulmonaire et, au niveau de l’œil en une ischémie rétinienne. Cette ischémie 
mène secondairement à une production accrue de molécules proangiogéniques et une 
prolifération vasculaire exagérée et non organisée, qui dans les cas les plus sévères peut 
conduire à une cécité de l’enfant [137]. Cependant, les conséquences vasculaires 
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systémiques (à court et à plus long terme) d’une exposition néonatale à l’hyperoxie 
n’étaient que peu ou pas étudiées lorsque ces études de doctorat furent entreprises. 
 
I - C-2-1 Environnement hyperoxique : une définition 
Une exposition à un environnement hyperoxique conduit à des effets toxiques dont la 
sévérité va dépendre du degré d’hyperoxie et de la durée d’exposition. Un environnement 
hyperoxique se définit comme un environnement dans lequel la pression partielle en 
oxygène est au dessus de la normalité observée dans les organes ou organelles 
physiologique pour l’organisme étudié, et ceci dépendra aussi de son stade de 
développement.  
Ainsi la condition dite « hyperoxique » va dépendre du type cellulaire, des conditions in 
vivo et in vitro. Par exemple si des suspensions cellulaires issues de tissus de mammifères 
sont exposées à 20 % d’oxygène, leur environnement est hyperoxique en comparaison à 
leur environnement physiologique. Alors que le tissu pulmonaire dans lequel les cellules 
sont normalement exposées possède une tension en oxygène supérieur à 100 torrs. En 
comparaison, la PaO2 cérébrale est environ 30 torrs à l’air ambiant pour les rats [314]. Par 
conséquent, il ne peut exister de définition unique ou « universelle » d’un environnement 
hyperoxique. 
 
I - C-2-2 Sensibilité du nouveau-né à l’oxygène 
À l’âge adulte, les animaux et humains sont plus sensibles à une exposition à 85-100 % 
d’oxygène. La majorité des animaux adultes meurt dans les 72 h de l’exposition [242], 
probablement secondairement à des dommages pulmonaires inflammatoires caractérisés par 
la formation d’œdème, d’atélectasies, de dépôt de fibrine, de congestion, d’épaississement 
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artériolaire et d’hyalinisation, d’hypertrophie et d’hyperplasie des cellules alvéolaires [64]. 
Des études expérimentales ont montré que les nouveau-nés étaient très résistants à une 
hyperoxie en terme de survie à tout le moins. En effet, Bonikos et coll. [86] montrèrent que 
75 % des souriceaux nouveau-nés (à terme) pouvaient survivre dans 100 % d’oxygène 
pendant une semaine. Alors que des souris adultes meurent entre le 3ème et 7ème jour 
d’exposition. Certaines espèces de nouveau-nés telles que le cochon d’Inde et le hamster 
ont une sensibilité vis-à-vis de l’oxygène identique à celle des adultes [242]. Cependant, 
l’exposition à des concentrations élevées d’oxygène chez le nouveau-né aura un impact sur 
le développement des organes et de leur fonctionnement. 
 
I - C-2-3 Modulation de la tolérance à l’oxygène 
 
I - C-2-3-1 Les défenses antioxydantes 
La capacité de défense contre des lésions liées aux ERO dépend de la capacité des défenses 
antioxydantes. Chez les animaux qui ont une sensibilité vis-à-vis d’une exposition à 
l’oxygène, il a été suggéré une incapacité à augmenter l’activité des défenses antioxydantes 
pulmonaires en réponse à cette exposition. Cela a été observé chez le lapin préterme (29ème 
/32ème jours de gestation) qui n’augmentait pas l’activité de ces défenses antioxydantes 
(CAT, SOD, GPx) le rendant par conséquent plus sujet à développer des lésions 
pulmonaires [244]. Les ratons nouveau-nés sont moins sensibles vis-à-vis de l’oxygène que 
les adultes, et il a été montré que cette résistance vis-à-vis de l’exposition à l’oxygène 
s’exerce de la naissance jusqu’à un mois de vie, pouvant sûrement s’expliquer par une 
augmentation au niveau pulmonaire de l’activité des défenses antioxydantes (SOD (valeur 
du pic: 144 % des animaux non exposés), GPx (126 %), niveaux de GSH (176 %)), 
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phénomène qui ne se produit pas chez des animaux adultes [845]. La SOD semble être le 
principal mécanisme de défense vis-à-vis de l’oxygène puisque, dès 24 h d’exposition 
l’activité de la SOD au niveau pulmonaire est maximale dans le poumon de ratons 
nouveau-nés. 
Il est envisagé que certains facteurs peuvent améliorer la tolérance vis-à-vis de l’oxygène. 
 
I - C-2-3-2 Exposition préalable à l’oxygène 
La tolérance vis-à-vis de l’oxygène peut cependant être induite chez les rongeurs adultes. Il 
a en effet été montré que l’exposition de rats à 100 % d’oxygène pour 48 h, puis leur retour 
à l’air ambiant pendant 24 h avant une seconde exposition à 100 % d’oxygène permet 
d’assurer une survie de 7 jours dans ces conditions [243]. 
Le facteur-1 induit par l’hypoxie et les protéines de choc thermique peuvent induire une 
protection contre l’hyperoxie [332]. 
 
I - C-2-3-3 Effet nutritionnel 
L’état nutritionnel du nouveau-né semble pouvoir aussi moduler la sensibilité à l’oxygène 
[706]. Un RCIU due à une privation nutritionnelle augmente la sensibilité à l’oxygène 
[86;244]. 
 
I - C-2-3-4 Exposition aux glucocorticoïdes 
Une exposition néonatale aux corticoïdes peut conduire à une meilleure tolérance 
(résistance) vis-à-vis de l’oxygène. En effet, chez le fœtus mouton, l’administration de 
corticoïdes anténataux a augmenté l’activité des enzymes antioxydantes en parallèle avec le 
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surfactant, améliorant ainsi la tolérance vis-à-vis de l’oxygène [801]. Cela a été confirmé 
chez des enfants prétermes qui exposés à des corticoïdes anténataux présentent à la 
naissance et à un jour de vie une activité des enzymes antioxydantes plus élevée ((à un jour 
de vie: SOD: 2,5 IU/gHgb vs. 1,0) et CAT (200 IU/gHgb vs. 150 IU/gHgb)), ainsi qu’une 
diminution des indicateurs de stress oxydant (diminution du rapport GSH/GSSG (2800 vs. 
2000) et de l’oxydation des protéines (élimination plus importante à un jour de vie du 
rapport ortho-tyrosine/phénylalanine 9000 vs. 14000 [787] en comparaison aux enfants 
non-exposés. 
 
I - C-2-3-5 Exposition à l’endotoxine 
Le traitement à l’endotoxine peut aussi favoriser la survie des individus exposés à 
l’oxygène. Des rats nouveau-nés traités avec l’endotoxine survivent aussi bien que les rats 
CTRL à 14 jours d’exposition à 95 % d’oxygène, mais supportent beaucoup mieux le retour 
à l’air ambiant. Leurs poumons présentent moins de simplification alvéolaire et une 
microvasculature pulmonaire plus normale [241]. 
 
I - C-2-4 Modèle animal utilisé pour les études de doctorat 
 
 
À la vue de tous ces facteurs, nous avons utilisé des ratons SD que nous avons placé avec 
leur mère à 80 % d’oxygène pendant 7 jours entre le 3ème et le 10ème jour de vie. Les mères 
et leur portée arrivent à l’animalerie du centre de recherche du CHU Sainte Justine au 1er 
jour de vie. Pour éviter la mortalité maternelle, nous avons interchangé la mère dont les 
ratons sont maintenus à 80 % d’oxygène avec une autre mère dont les ratons sont à l’air 
ambiant. 
 
 
 
II -  BUT ET HYPOTHÈSES DE RECHERCHE
129 
 
 
Le but général de mon projet de doctorat a été d’étudier et de mettre en évidence certains 
mécanismes pouvant relier les dommages de la prématurité induits par l’oxygène et le 
risque à long terme de développer des maladies cardiovasculaires et métaboliques dans le 
concept global d’une programmation développementale de l’hypertension. 
 
La mortalité par maladies cardiovasculaires est en forte augmentation au niveau mondial. 
Au début du 20ième siècle, ces pathologies représentaient 10 % de la mortalité globale, au 
début du 21ième siècle 50 % des décès dans les pays développés et 25 % dans les pays en 
voies de développement sont attribuables aux maladies cardiovasculaires [5;534]. 
Concernant plus particulièrement l’hypertension, sa prévalence est en forte augmentation : 
en 1998, on estimait que 50 millions d’Américains souffraient d’hypertension, soit 24 % de 
la population adulte [223]. Les données issues de l’étude "U.S.National Health and 
Nutrition Examination survey (NHANES)" réalisée entre 1999 et 2002, ont indiqué que 
cette prévalence était supérieure à 28 %, touchant ainsi un adulte âgé de plus de 20 ans sur 
4 [269]. En plus des facteurs de risque tels que l’hérédité et le mode de vie, il est 
maintenant bien établi que des événements s’étant déroulés précocement dans la vie 
peuvent avoir un retentissement sur l’incidence de maladies cardiovasculaires et de ses 
complications [52;55;436;451]. Des évidences indirectes supportent également le rôle d’un 
stress oxydant périnatal dans le développement de l’hypertension [117;619]. 
 
De nombreuses études indiquent que la prématurité, qui concerne 6 % des naissances en 
France et jusqu’à 11 % des accouchements aux États-Unis, est associée à des indices 
précoces de dysfonction vasculaire, d’élévation de la pression sanguine et de survenue de 
diabète de type 2. Les enfants nés prématurément sont plus sujets aux blessures oxydatives 
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de par l’immaturité de leurs défenses antioxydantes et de leur exposition à des situations 
pro-oxydantes (exposition à l’air ambiant ou à un supplément d’oxygène, ou à une 
exposition aux infections). 
 
Dans ce contexte, l’hypothèse testée au cours de ce projet a été qu’une exposition à un 
stress hyperoxique en période néonatale induit des changements de structure et de fonction 
vasculaires et métaboliques persistant à l’âge adulte.  
 
Dans un premier temps, nous avons évalué les effets d’une exposition à l’oxygène de ratons 
nouveau-nés sur la pression sanguine et le statut vasculaire à l’âge adulte. Dans un modèle 
établit et validé pour reproduire un stress hyperoxique chez le rat [194;411], différentes 
approches (in vivo, ex vivo, immunohistologie…) ont été utilisées pour étudier la fonction 
vasculaire et la présence d’un stress oxydant au cours de la croissance et à l’âge adulte, 
entre 17 et 30 semaines d’âge.
Les pressions sanguines systolique et diastolique ont été mesurées de l’âge de 4 à 15 
semaines de vie. La fonction vasculaire a été étudiée ex vivo, en chambre d’organes, à l’âge 
de 4 semaines (aorte) et à l’âge adulte (carotides); des courbes doses réponses ont été 
générées avec : 
• des vasoconstricteurs : l’AngII en présence ou non de tempol, un analogue de 
la superoxide dismutase et la phényléphrine, un analogue du thromboxane A2 (U46619). 
• des vasodilatateurs : le carbachol, un vasodilatateur endothélium-dépendant et 
analogue de l’acétylcholine en présence ou non de tempol et le nitroprussiate de sodium 
(SNP), un vasodilatateur endothélium-indépendant. 
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L’expression d’eNOS a été analysée par immunohistochimie et western blot. La production 
d’oxyde nitrique a été mesurée par l’utilisation d’une sonde fluorescente (DAF-2) [493] en 
condition basale et après co-incubation avec la L-arginine et la L-sépiaptérine. 
Par ailleurs, le stress oxydant vasculaire a été évalué à 4 semaines et à l’âge adulte avec les 
niveaux d’anions superoxide dans l’aorte, déterminés par chemiluminescence [76;855], les 
niveaux de malondialdéhyde plasmatique mesurés par HPLC [456] et les concentrations 
erythrocytaires de glutathion oxydé et réduit [433] déterminées par électrophorèse 
capillaire. La présence d’eNOS découplée, responsable d’une augmentation de la 
production d’anions superoxide [726] a été évaluée par chemiluminescence en présence ou 
non de L-NAME (inhibiteur d’eNOS). 
Des mesures morphologiques de la densité capillaire ont été réalisées sur le muscle tibialis
anterior à l’âge de 4 semaines et adulte [611], en complément de l’évaluation quantitative 
du contenu en élastine et collagène des segments aortiques à l’âge de 4 semaines. Grâce à 
une collaboration avec l’Université d’Alberta, l’expression et l’activité des MMPs et des 
inhibiteurs tissulaires des MMPs, éléments régulateurs de la matrice extracellulaire, ont été 
étudiées respectivement par western blott et par zymographie. 
Enfin, la VOP, un bon indicateur de la rigidité artérielle, a été mesurée par ultrasons à l’âge 
adulte.  
 
Dans un deuxième temps, nous avons évalué les conséquences métaboliques toujours chez 
le rat de l’exposition néonatale à l’oxygène. 
Dans cette partie de notre projet de recherche, nous avons regardé si l’élévation de la 
pression sanguine associée à des dysfonctions vasculaires peut s’accompagner de 
modifications dans certains paramètres métaboliques pouvant potentiellement conduire au 
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développement de diabète de type 2. En effet, l’hypertension et le diabète de type 2 sont 
deux éléments retrouvés directement associés au syndrome métabolique, lui aussi lié à une 
augmentation du stress oxydant pouvant contribuer à son développement [133].  
L’évolution pondérale des rats au cours de la croissance, entre la 7ème et 25ème semaine de 
vie a été suivie; la composition corporelle des animaux adultes ayant été mesurée par un 
densitomètre. De plus, la tolérance au glucose et la résistance à l’insuline ont été mesurées 
grâce à un test de tolérance au glucose et l’index HOMA. Les niveaux plasmatiques de 
cholestérol, des triglycérides et des acides gras plasmatiques non estérifiés sont souvent 
associés à la résistance à l’insuline [719]. Ils ont donc été mesurés. Enfin, afin de mieux 
comprendre les conséquences métaboliques observées, nous avons investigué dans le 
muscle et le foie, les changements d’Akt et du récepteur au glucose GLUT-4, impliqués 
dans les voies de signalisation de l’insuline. 
L’ensemble des données présentées dans ce travail de doctorat a été obtenu grâce à 
l’utilisation d’un modèle animal avec un design expérimental particulier schématisé dans la 
Figure 19. 
  Des ratons SD nouveau-nés sont placés avec leur mère dans un environnement 
enrichi en oxygène (80 %) pendant 7 jours, entre le 3ème et le 10ème jour de vie (oxycycler 
A820CV, Biosherix). Ces animaux constituent le groupe exposé à l’oxygène (H). 
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Figure 19 : nos groupes expérimentaux. 
H : groupe hyperoxie; NH : groupe normoxie-hyperoxie; NN : groupe normoxie-normoxie; NNI : groupe normoxie non 
interchangé 
 
 
Trois groupes additionnels ont été constitués : 
• Pour éviter une mortalité de la mère dont la portée est exposée à l’oxygène, 
cette rate a été interchangée toutes les 12 h avec une autre mère dont la portée est gardée à 
l’air ambiant. Ces petits ont, par conséquent, été nourris 12 h/jour par une mère ayant été 
exposée à l’oxygène, d’où le nom du groupe "normoxie-hyperoxie (NH)". 
• Afin de vérifier que les résultats obtenus sont la conséquence de l’exposition 
directe à l’oxygène et non du changement de mère et pour s’affranchir des effets d’une 
80% O2; J3 - J10
H NH 
NN NNI NN 
134 
 
 
éventuelle modification du lait de la mère après l’exposition à l’oxygène, nous avons 
constitué un groupe d’animaux dans lequel deux mères ont été interchangées toutes les 12 
h. Les portées tout comme les mères sont restées à l’air ambiant, elles constituent le groupe 
"normoxie normoxie (NN)". 
• Finalement, pour s’affranchir des effets d’un potentiel stress induit par le 
changement de mère, nous avons étudié un quatrième groupe, des portées restées à l’air 
ambiant sans changement de mère. Ce groupe contrôle est identifié "normoxie non 
interchangé (NNI)".
Le modèle animal que nous avons choisi d’utiliser est bien connu pour l’étude à court terme 
des complications de la prématurité à la suite d’une exposition à l’oxygène, dont la 
rétinopathie du prématuré et la dysplasie bronchopulmonaire. Cependant, comme tout 
modèle animal il ne peut prétendre reproduire exactement le stress subi par les nouveau-nés 
notamment les prématurés. Ce stress peut en effet, être modulé par de nombreuses 
conditions : les défenses antioxydantes du nouveau-né, son âge gestationnel, son sexe, le 
stress oxydant prénatal associé, par exemple l’exposition aux toxines maternelles (tabac, 
alcool, drogues), à la prééclampsie, et le type de complications néonatales (infections, 
problèmes respiratoires). 
L’utilisation de l’approche phénotypique extrême choisie nous a permis de mieux 
comprendre les conséquences à long terme d’un stress oxydant néonatal. Nos résultats vont 
élargir le champ d’études de la programmation développementale des dysfonctions 
vasculaires et métaboliques. 
 
  
III -  RÉSULTATS 
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III - A  PREMIER ARTICLE: NEONATAL OXYGEN EXPOSURE IN RATS 
LEADS TO CARDIOVASCULAR AND RENAL ALTERATIONS IN ADULTHOOD 
Publié dans Hypertension. 2008;52:889-895. 
 
 
Contexte de l’étude 
Les conséquences vasculaires et rénales d’un stress hyperoxique néonatal ne sont pas 
clairement définies.  
 
Objectifs 
Nous avons voulu regarder si une exposition à un stress oxydant majeur (80 % d’oxygène) 
en période néonatale (du 3ème au 10ème jour de vie) pouvait conduire à une élévation de la 
pression sanguine associée à une altération de la fonction et de la structure vasculaire et une 
altération de la structure rénale, élément important dans la régulation de la pression 
sanguine.  
 
Résultats 
Les deux sexes ont été étudiés. Les animaux ayant été exposés à l’oxygène en période 
néonatale présentent une élévation de la pression sanguine systolique et diastolique dès 7 
semaines de vie. Les études ex vivo ont montré une augmentation de la vasocontraction 
maximale à l’AngII et, uniquement chez les mâles, une augmentation de la sensibilité à 
l’AngII. Pas de différence dans les réponses vasocontractiles à la phényléphrine ni au 
U46619, analogue du thromboxane A2. Nous avons aussi observé un défaut de relaxation 
endothélium-dépendant en réponse au carbachol, analogue de l’acétylcholine, mais pas en 
réponse au nitroprussiate de sodium (SNP), vasodilatateur endothélium-indépendant.  
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La co-incubation avec le tempol, analogue de la SOD a normalisé les dysfonctions 
observées en réponse à l’AngII et au carbachol. 
La production vasculaire (aorte) d’anions superoxide est significativement augmentée après 
la stimulation par l’AngII, et l’apocynine, inhibiteur de la NADPH oxydase, a normalisé les 
niveaux d’anions superoxyde. D’un point de vue structurel, nous avons observé une 
raréfaction microvasculaire (diminution significative de la densité des capillaires de l’ordre 
de 30 %) et une réduction significative du nombre de néphrons de l’ordre de 25 %. 
 
Conclusion 
Nous avons montré dans cette étude, qu’une hyperoxie néonatale conduit à l’âge adulte à 
une élévation de la pression sanguine, une dysfonction vasculaire associée à une production 
accrue d’anions superoxide induite par la NADHP oxydase, une raréfaction 
microvasculaire et une réduction du capital néphronique. Par conséquent, ces données 
suggèrent l’implication potentielle d’un stress oxydant dans la survenue de pathologies 
vasculaires et rénales à l’âge adulte.  
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Neonatal Oxygen Exposure in Rats Leads to Cardiovascular
and Renal Alterations in Adulthood
Catherine Yzydorczyk, Blandine Comte, Gilles Cambonie, Jean-Claude Lavoie, Nathalie Germain,
Yue Ting Shun, Julie Wolff, Christian Deschepper, Rhian M. Touyz,
Martine Lelie`vre-Pegorier, Anne Monique Nuyt
Abstract—Long-term vascular and renal consequences of neonatal oxidative injury are unknown. Using a rat model, we
sought to investigate whether vascular function and blood pressure are altered in adult rats exposed to hyperoxic
conditions as neonates. We also questioned whether neonatal O2 injury causes long-term renal damage, important in the
pathogenesis of hypertension. Sprague-Dawley pups were kept with their mother in 80% O2 or room air from days 3
to 10 postnatal, and blood pressure was measured (tail cuff) from weeks 7 to 15. Rats were euthanized, and vascular
reactivity (ex vivo carotid rings), oxidative stress (lucigenin chemiluminescence and dihydroethidium fluorescence),
microvascular density (tibialis anterior muscle), and nephron count were studied. In male and female rats exposed to O2
as newborns, systolic and diastolic blood pressures were increased (by an average of 15 mm Hg); ex vivo, maximal
vasoconstriction (both genders) and sensitivity (males only) specific to angiotensin II were increased; endothelium-
dependant vasodilatation to carbachol but not to NO-donor sodium nitroprussiate was impaired; superoxide dismutase
analogue prevented vascular dysfunction to angiotensin II and carbachol; vascular superoxide production was higher;
and capillary density (by 30%) and number of nephrons per kidney (by 25%) were decreased. These data suggest that
neonatal hyperoxia leads in the adult rat to increased blood pressure, vascular dysfunction, microvascular rarefaction,
and reduced nephron number in both genders. Our findings support the hypothesis of developmental programming of
adult cardiovascular and renal diseases and provide new insights into the potential role of oxidative stress in this process.
(Hypertension. 2008;52:889-895.)
Key Words: hypertension  vascular dysfunction  developmental origin of adult onset disease  oxygen
 angiotensin  microvascular rarefaction  nephron number
Premature babies, representing 8% of all births, havedecreased antioxidant defenses and are exposed on birth
to high oxygen (O2) concentration relative to the intrauterine
milieu.1,2 This results in high O2-derived free radicals. Evi-
dence in humans and animal studies indicate that premature
newborns are more susceptible to oxidative tissue damage,
leading to pathologies such as retinopathy of prematurity and
bronchopulmonary dysplasia.3,4 However, the long-term vas-
cular and blood pressure consequences of neonatal hyperoxic
injury are unknown.
It is becoming increasingly evident that conditions early in
life can influence adult diseases; however, the mechanisms
are incompletely understood.5,6 Recent data suggest that
perinatal oxidative stress may be the initiating trigger in
long-term programming of cardiovascular function. In a
previous study, we found that cellular antioxidant glutathione
is decreased in the fetus of dams fed a low-protein (LP) diet
during gestation. In that model, administration of the peroxi-
dation inhibitor lazaroid to the pregnant dam prevented
elevated blood pressure, vascular dysfunction, and microvas-
cular rarefaction of the adult offspring.7 In spontaneously
hypertensive rats, although considered a model of genetic
hypertension, supplementation with antioxidants during ges-
tation and early postnatal weeks resulted in persistent reduc-
tion of adult blood pressure.8
The current studies were undertaken to test the hypothesis
that neonatal O2 injury causes long-term vascular damage and
hypertension. Moreover, considering that the kidney plays a
role in the development of hypertension and that altered renal
development (resulting in lower nephron count) can be
triggered by perinatal events, which contribute to adult blood
pressure elevation, we also hypothesized that neonatal O2
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injury causes long-term renal damage. Supporting these
postulates, recent studies demonstrate higher blood pressure
and smaller kidneys in former premature infants.9,10
Materials and Methods
Animals
Animals were used according to a protocol of the animal care
committee of the Centre Hospitalier Universitaire Sainte-Justine in
accordance with the principles of the Canadian Council on Animal
Care Guide for the Care and Use of Experimental Animals.
Sprague-Dawley rat pups (Charles River, St-Constant, Que´bec,
Canada) were maintained in 80% O2 (mixture of medical-grade
100% O2 and room air with an oxycycler A82OCV, Biosherix) from
days 3 to 10 of life (O2-exposed group [H]; n12 litters). To avoid
maternal mortality associated with high O2 exposure, the dam was
alternated every 12 hours with a surrogate mother of a litter
maintained in room air (control group NH: pups in normoxia/mother
partly in hyperoxia; n12 litters). To control for the fact that an NH
litter is fed by a dam subjected 12 hours per day to hyperoxia,
additional litters were maintained in room air, and dams were
interchanged every 12 hours (control group NN: pups in normoxia/
mother in normoxia; n12 litters). To control for the stress of
interchanging the dams, a fourth series of litters was kept in room air
(control group NNI: normoxia not interchanged; n10 litters). Pups
were weaned at 4 weeks of age to regular chow. Both male and
female offspring were studied. No more than 2 animals per litter
were used for each series of studies.
Experimental Procedures
Please see Figure S1 (available online at http://hyper.ahajournals.
org) for the time line.
After habituation for 1 week, systolic and diastolic blood pressures
and heart rate (HR) of the offspring were determined at 4 weeks and
from 7 to 14 weeks (females) and to 15 weeks (males) of age by the
tail-cuff method (50-001 Rat Tail Blood Pressure System, Harvard
Apparatus). Rats were then euthanized for ex vivo vascular reactivity
studies, and the aorta was also sampled in a subgroup of animals for
evaluation of superoxide anion production (see below). Freshly
excised carotid arteries rings from 16 to 20 weeks (males) and 20 to
24 weeks (females) of age were studied as described (using Dasylab
5.6 software, Data Acquisition System Laboratory).11 Four to 8 rings
from 1 rat were used for 1 experiment. Cumulative concentration-
response curves were generated with angiotensin II (Ang II; 1 pM to
1 mol/L) with and without Tempol (1 mmol/L, superoxide dis-
mutase analogue; 30-minute preincubation in the organ chamber),
with the thromboxane A2 mimetic U46619 and phenylephrine (both
1 pM to 1 mol/L). Vasorelaxation to carbachol (100 nmol/L to
100 mol/L; with and without Tempol) and sodium nitroprussiate (1
pM to 1 mol/L) was measured after precontraction of the rings with
U46619 (0.3 mol/L; 15-minute preincubation). To verify whether
neonatal oxygen exposure was associated with changes in tensional
force capacity, we also studied vasoconstriction to KCl (80 mmol/L)
under different tension applied to the carotid artery rings,12 which
was not different between the H and NH groups (n4 in each group;
please see data for males in Figure S2).
Microvascular Density
Morphological measurements of microvascular density were per-
formed on tibialis anterior muscle sections from 4-week-old H, NH,
and NNI male rats, as described previously.13 These studies were
designed to evaluate whether capillary rarefaction is present very
early or before the blood pressure elevation process, as reported in
another model of developmental programming of hypertension.7,13
Evaluation of Vascular Production of Superoxide
Anion by Chemiluminescence
Aortic vascular superoxide production in H and NH male and female
adults was measured using lucigenin-enhanced chemilumines-
cence,11 after 30-minute preincubation with Krebs solution,
KrebsAng II (1 mol/L), or KrebsAng IIapocynin (1 mmol/L;
inhibitor of the assembly of the NADPH oxidase complex).
Evaluation of Vascular Production of Superoxide
Anion by Hydroethidine
Aortic superoxide levels were evaluated in H and NH male adults by
the oxidative fluorescent dye hydroethidine, as described.11
Nephron Count in the Kidney
At 25 to 35 weeks of age, a group of rats was anesthetized with
pentobarbital. The left kidney was isolated and weighed to determine
the number of nephrons per kidney, as described previously.14
Briefly, whole kidneys were incubated in 50% hydrochloric acid for
45 minutes at 37°C. Kidneys were rinsed with tap water and stored
overnight at 4°C in a gauged flask. After mechanical dissociation,
tubules and glomeruli were suspended in water. Three 0.5-mL
aliquots were taken and placed in a hemocytometer-like chamber,
and the glomeruli were counted microscopically by 3 investigators
who were unaware of the specimen origin. The 3 results were
averaged, and then this value was used to determine the total number
of glomeruli in the sample and, therefore, in the kidney.
Chemicals
The following agents were purchased: Ang II, sodium nitroprussiate,
carbachol, phenylephrine hydrochloride, U46619, and apocynin
(Sigma Chemical), as well as Tempol (Fluka Chemika).
Statistical Analysis
Values are expressed as meansSEMs. Ex vivo concentration-
response curves to Ang II, phenylephrine, and U46619 were ana-
lyzed by a computer fitting to a 4-parameter sigmoid curve using the
Prism 3 program (GraphPad) to evaluate the EC50 and Emax, the
maximum asymptote of the curve. Analysis of differences within and
between groups was performed using 2-way repeated-measure
ANOVA followed by post-ANOVA comparison among means using
the Bonferroni test, as well as by Student t test for paired or unpaired
observations. Statistical significance was set at P0.05.
Results
The average number of pups per litter was 14.40.4. No
significant difference in weight gain during O2 exposure was
observed between groups (expressed in grams per rat per 7
days of exposure): H, 12.80.7; NH, 13.00.8; NN,
12.80.6; and NNI, 13.01.0. Thereafter, weight of H
females was slightly but significantly decreased compared
with NH, NN, and NNI (at 14 weeks, in grams: H, 30010;
NH, 3186; NN, 31611; and NNI, 3199). No difference
in weight between male groups was observed (at 15 weeks, in
grams: H, 55321; NH, 54320; NN, 53710; and NNI,
5629). On average, 1 pup per litter was found dead from days
3 to 10 for all of the study groups. Survival was unchanged
between groups throughout the entire study period.
Blood Pressure and HR
For both genders, blood pressures and HRs were similar
between groups at 4 weeks. In males, systolic blood pressure
was also similar at 7 weeks but was significantly higher by 9
weeks and persistently elevated throughout the remainder of
the study period in the H compared with the NH, NN, and
NNI groups; for diastolic blood pressure, values were signif-
icantly increased by 7 weeks of age in the H group versus
NH, NN and NNI and remained elevated for the remainder of
the study period (Figure 1A). In H females, systolic and
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diastolic blood pressures were significantly increased by 7
weeks compared with all of the control groups and for the
remainder of the study period (Figure 1B). Blood pressures
did not differ among the control groups within each gender.
Overall systolic and diastolic blood pressures were higher
(P0.01) in males compared with females within each study
groups.
HR did not significantly differ between groups up to 12
weeks in males and 11 weeks in females. HR then gradually
increased and was significantly higher in H rats versus NH,
NN, and NNI for the remainder of the study period (Figure
1C and 1D).
Ex Vivo Vasomotor Function in Adults
For males and females, the maximal constriction of carotid
rings generated by Ang II (Emax) was significantly increased
in H rats compared with all of the control groups (Figure 2A
and 2B). NH and NN dose-response curves were similar,
whereas sensitivity of the vasoconstriction to Ang II was
slightly but significantly decreased in NNI males only
(logEC50SEM: H, 7.900.12; NH, 7.760.11; NN,
8.010.13; NNI, 7.120.10; P0.05 NNI versus all of
the other groups). Cumulative dose-response curves to
thromboxane A2 analogue U46619 and to phenylephrine
were similar for all of the groups in males and for H, NH, and
NN in females (NNI females not tested; please see Figure
S3). For males and females, superoxide dismutase analogue
Tempol abrogated the increased vasoconstriction to Ang II in
H animals to values not different from control groups (Figure
2A and 2B). Tempol also reduced the sensitivity of Ang II
dose-response curve of H males to value similar to NNI
males. Tempol had no effect in the NN and NH groups (data
not shown; NNI Ang IITempol not tested).
For both genders, vasodilatation generated by the acetyl-
choline analogue carbachol was significantly impaired in H
animals, and this was totally prevented by Tempol (Figure 2C
and 2D); Tempol had no effect in NH and NN animals (data
not shown; NNI carbacholTempol not tested). Responses to
cumulative concentrations of sodium nitroprussiate, an NO
donor, were similar for all of the groups for males, as well as
for H, NH, and NN for females (NNI females not tested;
please see Figure S4).
Effect of Neonatal Oxygen Exposure on Vascular
Production of Reactive Oxygen Species in Adults
For both genders, a nonsignificant trend of higher baseline
levels of superoxide measured using lucigenin-enhanced
chemiluminescence was noted in H compared with NH
animals (please see Figure S5A and S5B). Ang II increased
superoxide generation to significantly higher levels in the H
versus NH animals; coincubation of the aortic segments with
apocynin prevented the increase in superoxide generation
observed in the presence of Ang II. In the NH group, levels
of superoxide production did not significantly differ between
the different experimental conditions. Superoxide produc-
tion evaluated by the oxidative fluorescent dye hydroethi-
dine was markedly increased for both genders in aorta
from H versus NH and NN groups (NNI not tested) and
localized mainly in vascular smooth muscle cells (please
see Figure S5C and S5D); no difference was observed
between the NH and NN groups.
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Figure 1. Systolic and diastolic blood pressures and HR of H, NH, NN, and NNI (see Methods section for the different experimental
groups) male (A and C) and female (B and D) rats measured (tail cuff) from weeks 4 to 15 of life. Data are meansSEMs. *P0.05 vs
NH, NN, and NNI control groups.
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Effects of Neonatal Oxygen Exposure on
Microvascular Density
Capillary density was significantly reduced in the tibialis
anterior muscle from 4-week–old H (96346 g/mm2) versus
NH (140593 g/mm2) and NNI rats (1386110 g/mm2; n5
per group; P0.05 H versus NH and NNI; males only
studied; NN not tested; Figure 3).
Effects of Neonatal Oxygen Exposure on the Final
Nephron Number
Kidney (and total body) weight were significantly lower in
females (versus males), but the ratio kidney/total body weight
did not differ between gender and between experimental groups
(Figure 4). For male and female H animals, the number of
nephrons per kidney was significantly decreased compared with
all of the control groups (by 25% versus NN and NNI). Nephron
number was also significantly reduced but to a lesser extent
(10% to 12%) in NH compared with NN and NNI animals.
Discussion
Findings from our study demonstrate that hyperoxic exposure
of newborns has long-term vascular and renal consequences
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Figure 2. Vasomotor response of carotid artery rings to Ang II (A and B) and to carbachol (C and D) from H, H in the presence of
superoxide dismutase mimetic Tempol (1 mmol/L; red lines), NH, NN, and NNI 16- to 20- (male) and 20- to 24- (female) week-old rats.
Constriction is expressed relative (percentage) to the response elicited by KCl (80 mmol/L). Vasodilatation is expressed as percent
reversal of U46619 (0.3 mol/L)-induced vasoconstriction. Data are meansSEMs of n5 to 6 rats per group. *P0.05 maximum
response of H (without Tempol) vs all other groups. **P0.05 EC50 of NNI vs H (without Tempol), NH, and NN groups.
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Figure 3. Representative illustration of the capillary supply in the
tibialis anterior muscle of 4-week-old NH (A) and H (B) male
rats. Capillary endothelial cells were stained with ﬂuorescent
tetramethylrhodamine B isothiocyanate–labeled lectin (see Meth-
ods section). Bar scale100 m.
Males Females
15000
20000
25000
30000
35000
40000
NNI NN NH H
* *
****
nu
m
be
r 
of
 n
ep
hr
on
s 
/ k
id
ne
y
Figure 4. Compiled nephron number per kidney of 25- to
35-week-old H, NH, NN, and NNI male and female rats.
**P0.05 vs all control groups; *P0.05 vs NN and NNI
animals.
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leading in adulthood to elevated blood pressure, vascular
dysfunction associated with enhanced vascular production of
reactive oxygen species, decreased microvascular density,
and decreased nephron number. In addition, our data reveal a
significant reduction in nephron number in adults that had
remained in room air during the neonatal period but were fed
by a dam exposed to high O2.
In humans, fetal/neonatal programming of cardiovascular
dysfunction is described mainly in low birth weight individ-
uals and has been attributed primarily to intrauterine growth
restriction but also to prematurity.9,15 Antioxidant defenses of
premature and intrauterine growth restriction infants are
deficient and less inducible, rendering them particularly
vulnerable to oxidative damage.1,2 Reactive oxygen and
nitrogen species are considered to be central factors in major
complications of prematurity, including bronchopulmonary
dysplasia, periventricular leukomalacia, and retinopathy of
prematurity.16 More recent studies indicate that former pre-
maturely born individuals also display cardiovascular dys-
function (elevated blood pressure and abnormal retinal vas-
culature) as adults.9,17 Mechanisms linking prematurity and
adult cardiovascular disorders are not known but together
with our data here support a putative role for neonatal
oxidative stress. Although the pups exposed to O2 are born at
term, they present many developmental features that are
immature when compared with newborn infants, which al-
lows the study of vascular hyperoxic stress–related injuries
typical of preterm infants. Furthermore, in humans, nephro-
genesis is completed relatively late but still during gestation
by 32 to 36 weeks,18 whereas in rats it proceeds until 5 to 8
days postnatal.19 Considering the epidemiological evidence
suggesting increased blood pressure, vascular dysfunction, and
impaired renal function in former preterm children, this model is
particularly relevant to examine long-term vascular conse-
quences of neonatal oxidative injury of immature subjects.
One could hypothesize that H animals are more susceptible
to stress-induced (by the tail-cuff method) elevation of blood
pressure; however, odds that this accounts for all of the
differences observed are small, because the difference was
not present initially, and the same person took all of the
measures, 2 to 3 times per week for each animal, and no
“habituation” decrease in blood pressure was observed in
either group.
The HR increased significantly in H animals of both
genders compared with all of the control groups after the rise
in blood pressure, which could suggest that increased HR is
secondary to hypertension associated with afferent barorecep-
tor desensitization. Alternatively, HR can increase secondary
to central activation of the efferent sympathetic nervous
system input to the heart, mediated by blunted central
regulation of the arterial baroreflex or primary increased
activity. Both mechanisms can be mediated by Ang II and are
plausible in the current experiments.20,21 In humans, Phillips
and Barker22 also reported increased resting HR in adults with
low birth weight.
Elevated blood pressure may result from vascular dysfunc-
tion, vascular structural changes, or perturbation in regulating
systems, such as the kidneys and the brain. Carotid arteries, as
studied in the current experiments, are not resistance vessels
and cannot be assumed to participate in resulting blood
pressure. Nevertheless, one can postulate that the vascular
dysfunction observed in carotids of H adult rats is also
present in resistance vessels. The enhanced maximal vaso-
constriction, as well as sensitivity (for males), to Ang II in H
animals seems mediated by exaggerated production of super-
oxide because, in the presence of Tempol, the vasomotor
response to Ang II was nearly identical to that of the NNI
group. Whether enhanced superoxide production by NN and
NH vessels also prevails and mediates their increased sensi-
tivity to Ang II compared with NNI is plausible but could not
be evidenced by the current experiments.
Increased vasomotor response specifically to Ang II and
enhanced NADPH oxidase-mediated superoxide production
is present in other models of developmental programming of
hypertension, such as in offspring of dams fed an LP diet or
food restricted during gestation.11,13,23,24 The pattern distribu-
tion of ethidium fluorescence was principally located in the
media of the aorta, as reported by others25 and previous
studies by us.11 Whether vascular expression of Ang II type 1
receptors is increased in H adults, as in the LP model,11 and
whether this could explain the enhanced vasoconstriction
specifically to Ang II is unclear. Also, whether NADPH
oxidase expression or activity is increased or whether super-
oxide anion scavenging systems are decreased is to be
determined.
We did not examine arterial remodeling of the carotid
arteries, but the similar response to KCl under different
tension between groups indicates that tensional force capacity
is unaltered by the current experimental procedure and,
therefore, that arterial remodeling, if present, does not play a
role in the observed vascular dysfunction. Furthermore, the
enhanced vasoconstriction observed specifically to Ang II
and not to Phe and U46619 also supports this.
Impaired endothelium-mediated vasodilatation in H ani-
mals seems mediated by impaired NO synthesis or NO
scavenging by superoxide (supported by attenuation of the
impaired vasodilatation to carbachol of H animals in the
presence of Tempol), because responses to NO-donor sodium
nitroprussiate were similar to controls. Alternatively, we cannot
exclude a role for other endothelium-mediated vasodilators, such
as prostacyclin and endothelium-dependent hyperpolarizing fac-
tor, in modulating the impaired vasodilatation.26,27 Whether
elevated blood pressure could precede and be a causal element of
the vascular dysfunction and superoxide production remains to
be determined.
Vascular dysfunction was present in both male and female
H rats; however, enhanced sensitivity to Ang II in H, NH, and
NN versus NNI animals was observed only in males. Overall,
blood pressures were also higher in males than females for all
of the study groups. The mechanistic pathways underlying
these gender differences are unknown. Similar differing
patterns in blood pressures are reported in aging humans and
animals, as well as in animal models of hypertension, and are
attributed to sex steroids, their differing effect on vascular
superoxide production, and expression of the renin-angioten-
sin-aldosterone system components.28 Interestingly, gender
differences prevail in the antioxidant capacity of low birth
weight babies29 and could contribute to the differential
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incidence of morbidities in newborns and adults, as well as
the differing mechanisms of hypertension programming be-
tween genders.30
The vascular impact of early hyperoxic exposure has been
studied in the small lung arteries of 2-week–old pups exposed
to O2 since birth, where it leads to enhanced vasocontractile
properties and decreased NO release and NO-mediated vaso-
dilatation.31 However, whether these changes prevail in the
systemic vasculature and persist into adulthood was so far
unknown.
Microvascular rarefaction is a vascular structural anomaly
reported in association with hypertension.32 We found a very
similar degree of capillary rarefaction in 7- and 28-day–old,
but not in fetal, LP rats,13 which was prevented by coadmin-
istration of the lipid peroxidation inhibitor lazaroid to the
LP-fed dams,7 suggesting early postnatal disruption in normal
microvessel development. These, along with current data,
also suggest that microvascular rarefaction can be a primary
event in the development of hypertension associated with
neonatal oxidative stress. In humans, microvessel rarefaction
can be present at very early stages in (and even before) the
development of hypertension in high-risk individuals.33,34 In
individuals who suffered adverse conditions in perinatal life,
reduced retinal vascularization and lower peripheral skin
blood flow have been reported in young adults born at term
but intrauterine growth restricted35 or born preterm (these
individuals had not been diagnosed with formal retinopathy
of prematurity during their neonatal period).17,36
Intrauterine growth–restricted infants, as well as rats ex-
posed to an LP diet during gestation or to partial uterine artery
ligation, have fewer nephrons.37,38 Nephron number is de-
creased in adult patients with primary hypertension.39 These
observations led to the suggestion that impairment of renal
growth with resulting fewer nephron counts could play a role
in the development (programming) of hypertension.40 In the
current studies, the kidneys used for nephron count were from
older animals than those studied for blood pressure and
vascular reactivity. However, considering that nephrogenesis
is completed by 5 to 8 days after birth in rats and that nephron
count is not modified afterward, we do not believe that the
older age of the animals studied has impacted on the results.19
Lower glomerular number in the H group suggests disruption
of nephron formation by the hyperoxic insult. LP offspring
exhibit increase in kidney nitrotyrosine staining early in life;
treatment of the young rats with Tempol for 3 weeks prevents
the increased renal nitrotyrosine staining and the elevated
blood pressure.41 Oxygen tension can have a regulatory role
in nephrogenesis through hypoxia-inducible factor,42 which
regulates expression of genes involved in angiogenesis. In rat
metanephric organ culture, DNA content, vasculogenesis, and
tubulogenesis are enhanced when tissues are kept under low (1%
to 3%) rather than standard (20%) oxygen concentration.43
Furthermore, reduced NO bioavailability interferes with hypoxic
signaling and hypoxia-inducible factor expression.44
In addition to the above-discussed findings, the current
experimental design allowed other important observations.
The significant reduction in nephron number of the NH group
suggests that O2 breathing by the lactating mother can impact
organ development in the pups through mechanisms that
remain to be determined. We also observed that, among the 3
control groups, there were no differences in blood pressures;
however, Ang II sensitivity of the NN and NH male groups
was significantly enhanced compared with the NNI group.
This suggests that perturbation of the care-providing mother
in the neonatal period can impact on long-term vascular
function of the male pups; whether this is mediated by
neonatal and/or maternal stress and how is currently not
known.
Perspectives
These experiments show that neonatal hyperoxic exposure
results in decreased vascular tree development and nephron
numbers that could participate in the observed hypertension
in adults. Whether vascular dysfunction and renal changes are
primary or secondary events to elevated blood pressure
remains to be determined. Other elements could contribute to
elevated blood pressure in this model: enhanced activity of
brain renin-angiotensin system and efferent sympathetic ac-
tivity, resistance arteries remodeling, and the role of other
vasoactive systems, such as endothelin and endothelium-
dependent hyperpolarizing factor. The results of the current
study support the hypothesis of developmental programming
of adult vascular and renal diseases by neonatal/perinatal
oxidative stress and are of importance for the growing
population of former prematurely born individuals.
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Figure S1: Schematic time line of the presented studies.
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Figure S2: Vasoconstrictor response of carotid artery rings from H and NH 16-20 week old male rats 
(n = 4 each group) to KCl (80 mM) under increasing tension. Data are mean ± SEM. 
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Figure S3
Figure S3: Vasoconstrictor response to thromboxane A2 analogue U46619 (A and B) and to 
phenylephrine (PHE) (C and D) of carotid artery rings from H, NH, NN and NNI 16-20 (male) and 20-
24 (female) week old rats. Symbols legend as in Figure 1. Constriction is expressed relative (percent) to 
the response elicited by KCl (80 mM). Data are mean ± SEM of n = 5-6 rats per group.
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Figure S4: Vasodilatation response to SNP of carotid artery rings from 16-20 week old H, NH, NN and 
NNI male (left) rats, and 20-24 week old H, NH and NN female (right) rats. Vasodilatation is expressed 
as percent reversal of U46619 (0.3 ȝM)-induced vasoconstriction. Data are mean ± SEM of n = 5 rats 
per group.
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Figure S5: Superoxide levels measured by lucigenin-enhanced chemiluminescence in aortas from 16-
20 (male; A) and 20-24 (female; B) week old H (Ŷ) vs. NH (Ƒ) rats in baseline conditions, after 5 
minutes preincubation with angiotensin II (AngII, 1 µM) or with AngII plus apocynin (1 mM). RLU: 
relative light units. Data are mean ± SEM of n = 6 male and 5 female rats per group. * p < 0.05 
compared with NH in same conditions; # p = 0.07 compared to H AngII plus apocynin. C and D: 
Representative sections of aorta from male NH (C) and H (D) rats, after treatment with hydroethidine 
(2 µM) (see Methods). Images were obtained with a laser scanning confocal microscope (LSM 510 
laser scanning microscope, Zeiss) equipped with an argon laser. Fluorescence was detected with a 514-
nm long-pass filter. Bar scale = 10 µm. 
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III - B DEUXIÈME ARTICLE: eNOS UNCOUPLING IN PROGRAMMED ADULT 
ENDOTHELIAL DYSFUNCTION ASSOCIATED WITH NEONATAL OXYGEN 
EXPOSURE 
Contexte de l’étude 
Nous avons observé à l’âge adulte une dysfonction endothéliale en réponse au carbachol et 
une augmentation de la production vasculaire d’anion superoxide chez les animaux ayant 
été exposés à une hyperoxie néonatale (groupe H).  
 
Objectifs 
Nous avons voulu étudier si cette dysfonction endothéliale pouvait résulter d’un défaut de 
production du NO associé avec un découplage d’eNOS qui pourrait participer à 
l’augmentation de la production vasculaire d’anions superoxide observée. 
 
Résultats 
Les animaux ayant été exposés à une hyperoxie néonatale présentent à l’âge adulte : un 
défaut de production aortique (ex vivo, coupes) de NO tant au niveau basal qu’après 
stimulation par le carbachol; la pré-incubation avec la L-sépiaptérine et L-arginine 
restaurent la production de NO; la pré-incubation avec le L-NAME normalise la production 
vasculaire d’anions superoxide; une diminution de l’expression d’eNOS est observée 
lorsqu’évaluée par immunohistochimie, alors qu’elle est augmentée par western blotting, 
ceci est associé avec une augmentation du rapport dimère/monomère d’eNOS et une 
augmentation de la forme dimérique totale. Aucune différence dans l’expression d’iNOS et 
d’nNOS n’a été observée.  
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Conclusion 
Les données suggèrent qu’un stress hyperoxique néonatal conduit à l’âge adulte au niveau 
aortique à un découplage d’eNOS associé à un déficit en L-arginine et L-sépiaptérine. Nous 
observons que ce découplage participe à l’augmentation de la production d’anions 
superoxyde et, par conséquent, postulons un rôle important du découplage d’eNOS dans la 
dysfonction vasculaire endothélium-dépendant observée chez l’animal adulte associée avec 
une augmentation de la pression sanguine. 
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ABSTRACT:  
We have shown that neonatal hyperoxic stress leads in adulthood to high blood 
pressure, impaired endothelium-mediated vasodilatation and increased vascular 
production of superoxide anion by NAD(P)H oxidase. However, it is unknown whether 
changes in nitric oxide (NO) production and/or bio-inactivation prevail, and whether 
NO synthase (NOS) is also a source of superoxide. The purpose of this study is to 
evaluate whether adult animals exposed to transient hyperoxic stress as newborns have 
impaired vascular NO production associated with NOS uncoupling participating to 
vascular superoxide production. 
In adult male rats exposed to 80 % oxygen from day 3 to 10 of life (H, n=6) vs.
room air controls (CTRL, n=6), vascular (aorta) NO production is decreased at baseline 
(CTRL: 21±1 vs. H: 16±2 DAF-2 fluorescence intensity arbitrary units; p < 0.05) and 
after carbachol stimulation (CTRL: 26±2 vs. H: 18±2; p < 0.05). Pre-treatment with L-
arginine (CTRL: 32±4 vs. H: 31±5) and L-sepiapterine (analogue of NOS cofactor 
tetrahydrobiopterin) (CTRL: 30±3 vs. H: 29±3) normalizes NO production after 
carbachol. Vascular eNOS immunostaining is reduced whereas total eNOS protein 
expression and dimer/monomer ratio are increased in H vs. CTRL. The significantly 
higher superoxide generation (CTRL: 20±2 vs. H: 28±3 hydroethidine fluorescence 
intensity arbitrary units; p < 0.05 ) is prevented by pre-treatment with eNOS inhibitor L-
NAME (CTRL: 21±4 vs. H: 22±4). 
Taken together, the current data indicate a role for eNOS uncoupling in 
enhanced vascular superoxide- and decreased NO production in adult animals with 
programmed elevated blood pressure after a brief neonatal oxygen exposure.  
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INTRODUCTION 
 It is now recognized that conditions during early life can significantly impact 
adult health and disease, particularly the cardiovascular system[1]; this concept is often 
termed “developmental programming”. Experimental and clinical studies have shown 
that endothelial-mediated vasodilatation can be impaired and that flow-mediated 
dilation is decreased in low birth weight and prematurely born children and young 
adults [2-4]. 
 Among the many factors implicated in adverse perinatal conditions and 
developmental programming of hypertension, oxidative stress seems an important 
common denominator [5-7]. We have recently shown that neonatal exposure to a 
hyperoxic stress is associated in adulthood with increased blood pressure and vascular 
dysfunction, characterized by impaired vasodilatation to acetylcholine analogue 
carbachol –but not to NO donor sodium nitroprussiate- and exaggerated 
vasoconstriction to angiotensin II. This vascular dysfunction is normalized by 
superoxide dismutase analogue Tempol, suggesting that a decreased bioavailability of 
NO by superoxide scavenging could prevail [8]. Indeed, vascular production of 
superoxide is increased in response to angiotensin II, and prevented by apocynin 
(suggesting a role for NAD(P)H oxidase). However, it remains undetermined whether 
this is associated with modifications in NO production, NOS expression and/or 
bioinactivation of NO, and whether NOS could be a source of superoxide anion. 
 Endogenous nitric oxide (NO) is synthesized in vascular endothelial cells from 
conversion of L-arginine into L-citrulline via the enzymatic activation of constitutive 
homodimeric endothelial NO synthase (eNOS) with cofactors such as tetrahydro-L-
biopterin (BH4). “Uncoupled” NOS may contribute to superoxide generation in 
conditions where L-arginine or BH4 are deficient [9]. The purpose of this study was 
therefore to evaluate whether adult animals exposed to oxygen as newborn have 
impaired vascular NO production associated with eNOS uncoupling which could lead to 
enhanced vascular superoxide production. 
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MATERIALS AND METHODS
Animals 
 Animals were used according to a protocol of the Animal Care Committee of the 
CHU Sainte-Justine-University of Montreal in accordance with the principles of the 
Guide for the Care and Use of Experimental Animals of the Canadian Council on 
Animal Care and with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published 
by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996) as 
previously reported [8]. Briefly, Sprague-Dawley rat pups (Charles River, St-Constant, 
QC, Canada) were maintained either in a hyperoxic environment (80 % O2 by a mixture 
of medical grade 100 % O2 and room air, oxycycler ProOx model 110, Biosherix, 
Lacona, NY 13083) from day 3 to 10 of life (H group), or in room air (control (CTRL) 
group). Pups were weaned at 4 weeks of age. Survival of the pups, their growth and 
food intake were similar between groups. Adult male rats were studied between 29 to 32 
weeks of age. 
Detection of vascular NO production 
 The measure of NO production was realized in aortas using NO-specific 
fluorescent dye 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2) [10] according to a method 
adapted from Franco et al. [11]. This molecule is taken up by the cells where the ester 
bonds are hydrolyzed by intracellular esterase in DAF-2, and the reaction with NO leads 
to triazolofluorescein (DAF-2T) generating green fluorescence. Briefly, 8 ȝm sections 
of unfixed frozen aorta were loaded with DAF-2 (10 μM) and incubated in a light-
protected humidified chamber at 37°C for 1 hr. Sections were then incubated 30 min at 
37°C in HEPES buffer (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 10 mM glucose, 10 
mM HEPES, pH 7.4) alone, with carbachol (100 ȝM), with carbachol in the presence of 
L-arginine (100 ȝM, 1 hr pre-incubation), or with L-sepiapterin (100 μM, overnight at 
4°C). Digital images were collected. Fluorescence was evaluated with the Image 
software (http://rsbweb.nih.gov/ij) from at least four aortic sections per animal. 
eNOS expression 
 eNOS protein expression was evaluated with immunohistochemistry and 
western blotting on H and CTRL aortas. 
Immunohistochemistry 
 A primary antibody for eNOS (mouse IgG; diluted 1:50) was applied on fixed 
(ethanol/acetone) cryosections (8 μm) overnight at 4°C. The sections were then washed 
with PBS and incubated 1h with Alexa Fluor-488 (goat anti-mouse IgG; dilution 1:300). 
After rinsing in PBS, sections were coverslipped. Digital images were collected and 
fluorescence evaluated as above on at least four aortic sections per animal.  
Immunoblotting  
 Frozen aorta were disrupted with homogenizer and proteins extracted with RIPA 
(10 % Na-deoxycholate, 100 mM EDTA, 10 % SDS, 1M Tris, 10 % Igepal, 150 mM 
NaCl) supplemented with 0.05 X solution of cocktail protease inhibitors and 100 mM 
phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF). Samples were centrifuged (10,000 x g, 10 min, 
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4°C) and the supernatant recovered for determination of protein content by Bradford 
assay using BSA as a standard. 
 Denatured proteins (50 μg) were separated (SDS-polyacrylamide gel) and 
transferred overnight to polyvinylidine fluoride membranes. Membranes were blocked 
for 1 hr at room temperature with BSA 10 % in TBS-tween 0.5 % for eNOS; with milk 
5 % in TBS-tween 0.5 % for iNOS and with StartingBlock (TBS) blocking buffer for ȕ-
actin. Membranes were then incubated with primary monoclonal antibodies: rabbit anti-
eNOS (1/1000 in BSA 5 %/TBS-tween 0.5 %) overnight at 4°C; mouse anti-iNOS 
(1/500 in milk 5 %/TBS-tween 0.5 %), anti-nNOS (1/2500 in BSA 5 %/TBS-Tween 0.5 
%) overnight at 4°C; mouse anti-ȕ-actin (1/25 000 in TBS-Tween 0.1 %), 1 hr at room 
temperature. Incubation with secondary antibodies was as follow: anti-rabbit eNOS 
(1/5000 in BSA 5 %/TBS-Tween 0.5 %), 2 hrs at room temperature; anti mouse iNOS 
(1/2500 in TBS-Tween 0.5 %) and anti mouse nNOS (1/10 000 in TBS-Tween 0.5 %), 
1 hr at room temperature; anti mouse ȕ-actin (1/25 000 in TBS-Tween 0.1 %), 1 hr at 
room temperature. 
 Low-temperature SDS-PAGE (LT-PAGE) was performed for detection of eNOS 
dimers using reported procedures [12]. Briefly, total proteins were incubated in 1 X non 
denaturing buffer (Tris-HCl 4 X, pH 6.8, Glycérol 20 % and 0.02 % bromophenol blue) 
without heating. The samples were then loaded onto a gradient gel (NuPAGE Novex, 
Invitrogen). Gels and buffers were equilibrated at 4°C before electrophoresis and the 
buffer tank placed in an ice bath during electrophoresis to maintain the temperature of 
the gel at < 15°C. Subsequent to LT-PAGE, the gels were transferred overnight on 
nitrocellulose, the blots were then blocked and incubated with the antibodies as above. 
 The antibodies were visualized using an enhanced chemiluminescence method 
ECL plus (Perkin Elmer, MA, USA). Films (Bioflex Econo from InterSciences, 
Markham, ON, Canada) were scanned using a flatbed scanner and images analyzed with 
Gel Pro analyser 3.1 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA); results were 
normalized to ȕ-actin for loading variations. 
Evaluation of vascular production of superoxide anion 
 Aortic superoxide production was evaluated in samples of H and CTRL groups 
using the oxidative fluorescent dye hydroethidine (2 μM) as described [13], in the 
presence or not of NOS blocker L-NAME (100 μM; 30 min pre-incubation at 37°C). 
Chemicals and reagents 
 Carbachol, dihydroethidium, L-arginine, sodium deoxycholate; ethylenediamine 
tetracetic acid (EDTA), sodium dodecyl sulfate (SDS), phenylmethanesulfonylfluoride 
(PMSF), igepal, N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) and standard chemicals 
were purchased from Sigma Chemical (St Louis, MO, USA); Ketamine from Ayerst 
(Montreal, QC, Canada); Rompun (Xylazine) from Bayer HealthCare (Toronto, ON, 
Canada); 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2DA) from Calbiochem EMD 
Biosciences Inc (San Diego, CA, USA.); L-sepiapterin from Schircks Laboratories, 
(Jona, Switzerland). Antibodies: eNOS detection by immunohistochemistry: BD 
Transduction Laboratories (San Jose, CA, USA); eNOS detection by western blotting: 
Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA); secondary antibody Alexa Fluor-488 
and gradient gel NuPAGE Novex were from Invitrogen (Burlington, ON, Canada); 
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iNOS and nNOS: BD Transduction Laboratories (San Jose, CA, USA). BSA, Tris and 
milk were obtained from BioShop (Burlington, ON, Canada) and StartingBlock 
blocking buffer from Thermo Scientific (Rockford, IL, USA). Complete Mini, a 
cocktail of protease inhibitors, was obtained from Roche Applied Sciences (Laval, 
Quebec, Canada). Bradford reagent, polyvinylidine fluoride (PVDF) and nitrocellulose 
membranes were purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON, Canada).  
Statistical analyses 
 Values are expressed as means ± SEM. Analyses of differences between groups 
were performed using Student’s t test for unpaired observations. Statistical significance 
was set at p < 0.05. 
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RESULTS 
L-Arginine and L-sepiapterin restore vascular production of NO  
 To evaluate vascular NO production and possible NOS dysfunction in adults 
exposed to high oxygen as newborns, aortic sections from H and CTRL rats were 
studied with fluorescent DAF-2DA. Compared to CTRL, NO production was 
significantly decreased in H group in basal conditions (CTRL: 21 ± 1 vs. H: 16 ± 2 
DAF-2 fluorescence intensity arbitrary units; p < 0.05) (Fig 1A) as well as after 
stimulation by carbachol (CTRL: 26 ± 2 vs. H: 18 ± 2; p < 0.05) (Fig 1B). However, 
pre-incubation with L-arginine (CTRL: 32 ± 4 vs. H: 31 ± 5) (Fig 1C) or with L-
sepiapterin (CTRL: 30 ± 3 vs. H: 29 ± 3) (Fig 1D) restored NO production of H in 
response to carbachol to values similar to CTRL.  
Effect of neonatal oxygen exposure on adult vascular NOS expression 
 We then questioned whether neonatal oxygen exposure is associated with 
changes in eNOS expression, vascular NO production and NOS function. eNOS 
immunostaining (Fig 2) is localized in the aorta endothelium and is significantly 
decreased in H vs. CTRL (CTRL: 16 ± 1 vs. H: 12 ± 1 fluorescence intensity arbitrary 
units; p < 0.05). However when evaluated by Western blots, total eNOS protein 
expression is significantly increased in H vs. CTRL (Fig 3A). Using the LT-PAGE 
method, the eNOS dimers are found increased whereas monomers expression is 
unchanged resulting in a significantly increased dimer:monomer ratio in H vs. CTRL 
(Fig 3B). We observed no significant difference between groups for iNOS and nNOS 
expression (data not shown). 
Effect of NOS blockade on vascular production of superoxide anion  
 To evaluate whether eNOS could participate in the enhanced vascular reactive 
oxygen species production we previously reported in adult H rats [8], we measured the 
aortic production of superoxide anion using the oxidative fluorescent dye hydroethidine 
in the presence or not of eNOS blocker L-NAME (Fig 4). Pre-treatment of the aortic 
sections with L-NAME significantly reduced the enhanced superoxide generation in H 
aortic sections to values similar to CTRL and was without effect in CTRL (without L-
NAME: CRTL: 20 ± 2 vs. H: 28 ± 3 fluorescence intensity arbitrary units; p < 0.05, Fig 
4A; with L-NAME: CTRL: 21± 4 vs. H: 22 ± 4, Fig 4B). 
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DISCUSSION 
 The current study shows that rats exposed to high oxygen during a brief period 
in neonatal life present as adults impaired vascular production of NO at baseline as well 
as in response to acetylcholine analogue carbachol. In these adults, L-arginine and L-
sepiapterine (which is intracellularly converted to tetrahydrobiopterin (BH4)) improve 
vascular NO production, suggesting impaired eNOS function. Compared to CTRL, H 
adult rats showed a decreased expression of vascular eNOS evaluated by 
immunohistostaining, whereas when evaluated by Western blots eNOS total protein 
expression and dimer:monomer ratio are increased. Our data also show that eNOS 
blocker L-NAME inhibits exaggerated vascular superoxide production of adult H rats. 
Taken together, these results suggest a role for eNOS uncoupling in increased vascular 
superoxide anion production in adult rats subjected to a neonatal hyperoxic stress. 
 In hypertension associated endothelial dysfunction, vascular NO bioavailability 
is affected by the expression of functional NOS, the rate of NO synthesis (influenced by 
substrate/cofactor availability), and NO bioinactivation by superoxide anion. 
 Several direct and indirect approaches have been used to measure NO levels. 
Kojima et al have developed membrane-permeable 4,5-diaminofluorescein diacetate 
(DAF-2DA) as a reagent for detection NO by fluorescence, and applied the technique to 
cultured smooth muscle cells [10]. Our results show that vascular (aortic) NO 
production is decreased in H in basal conditions as well as after carbachol, and that L-
arginine and L-sepiapterine normalize vascular NO production. Both substrates L-
arginine and cofactor BH4 are essential for proper NOS functioning. BH4 has a role in 
stabilization of the dimeric eNOS, facilitates binding of L-arginine and donates 
electrons to the ferrous–dioxygen complex in the oxygenase domain, as the initiating 
step of L-arginine oxidation and NO synthesis. Reduced levels of BH4 can lead to 
eNOS uncoupling as BH4 promotes coupling of NAD(P)H oxidation to NO synthesis 
and inhibits superoxide formation [9;14;15]. Therefore eNOS can, under shortage of 
BH4, catalyze an uncoupled NAD(P)H oxidation (uncoupled from NO formation), 
leading to generation of superoxide. In the current study, normalization of NO 
production after carbachol stimulation with pre-incubation with L-sepiapterin, a 
precursor of BH4, suggests that BH4 availability is impaired in adult rats exposed to 
neonatal hyperoxic stress. BH4 bioavailabity can be reduced through oxidation [16],
reduced production as shown in aged mice [17], or when recycling from the oxidized 
form is impaired [18]. Conversely, administration of BH4 results in an increased NO 
production in cells, associated with decreased reactive oxygen species levels. BH4 
administration attenuates the development of hypertension in spontaneously 
hypertensive rats [19] and restored endothelial function in rat model of insulin 
resistance [20], as well as in patients with essential hypertension [21]. In another rodent 
model of developmental programming of hypertension (associated with intrauterine 
undernourishment), BH4 reversed both impaired endothelium mediated vasorelaxation 
and NO production, and normalized excess vascular superoxide production [22]. 
 L-arginine is essential for eNOS stabilization in the active dimerization state [9]. 
Both, the L- and D-enantiomers of arginine are present within the human circulation but 
only L-arginine is recognized by eNOS as the substrate for production of NO [23]. The 
current results show that L-arginine normalized vascular NO production after carbachol 
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stimulation in adult H rats. These data suggest that L-arginine availability could be 
decreased in adult rats exposed in neonatal period to hyperoxic stress, and contribute to 
reduced NO formation as well as reduced vascular capacity to scavenge superoxide 
anion through direct antioxidant effect [24]. Conversely, beneficial effects of L-arginine 
supplementation have been documented in both animal and human studies under 
pathological conditions such as hypercholesterolemia and hypertension [25-27].
Effects of supplemental L-arginine also could also be due to local competition 
with the endogenous eNOS inhibitor asymmetric dimethyl-L-arginine (ADMA). 
Asymmetric dimethylarginine (ADMA) is a methylated form of L-arginine which 
competes with L-arginine as a substrate for eNOS activity, reducing the synthesis of 
NO. Oxygen derived free radicals can increase levels of ADMA by increasing the 
activity of its synthetizing enzyme arginine methyltransferase and inhibiting ADMA 
hydrolysing enzyme dimethylarginine dimethylaminohydrolase, reducing the pool of 
intracellular L-arginine [28]. Interestingly, ADMA, proposed as an early marker of 
endothelial dysfunction, is increased in premature vs. term infants, more so in male vs.
female preterm, and in infants born to mother with preeclampsia or with neonatal 
infections [28;29]; all these clinical perinatal situations are known to be associated with 
increased markers of oxidative stress and/or reduced antioxidant defences [7;30]. 
Whether ADMA is increased or the ratio L-arginine to ADMA decreased after neonatal 
oxygen exposure and perpetuated to adulthood is currently not known. 
 Our results also showed a decreased expression of vascular eNOS evaluated by 
immunohistostaining, whereas when evaluated by Western blots eNOS total protein 
expression and dimer:monomer ratio are found increased; the following elements could 
reconcile the apparently conflicting results. For immunoblotting with SDS-
polyacrylamide gel, the proteins are denatured and total eNOS protein expression is 
evaluated, whereas for immunoblotting using LT-PAGE technique the proteins are not 
denaturated allowing detection of eNOS proteins as dimers as well as monomers. It has 
long been considered that homodimerization of eNOS is essential for NO production 
[31] and that, under certain conditions, eNOS can remain monomeric and lead to 
production of superoxide anion rather than NO [32]. However it is now recognized that 
changes in eNOS dimer:monomer ratio are not directly related to eNOS (un)coupling 
(i.e. uncoupled from NO production), because the oxidase activity of the monomers is 
limited and the dimeric form is more active and able to generate superoxide as well as 
NO [9]. 
 In addition to conformational changes and post-translational phosphorylation, 
activation of eNOS is dependent on its specific subcellular localization. Most activable 
eNOS are located in plasmalemma caveolae, where interaction with its structural protein 
caveolin inhibits its activation [33]. In conditions such as diabetes (kidney), aging 
(vascular) and hypertension, eNOS may be differentially expressed in cytosol vs.
membranes, resulting in a decreased NO production [34;35]. In the current study, the
observed decrease in eNOS staining using immunohistochemistry is also consistent with 
what was reported in a hypertensive transgenic mouse model (over-expressing IC53 
gene) along with a diminished endothelium-dependent vasodilatation and a down-
regulation of the eNOS/NO pathway [36], and in luminal endothelial cells of 
atherosclerotic plaques, associated with impaired NO release [37].
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 These elements and our results suggest that total vascular eNOS protein 
expression and eNOS dimer:monomer ratio are increased, and that expression of active 
coupled eNOS at the endothelial cell membranes is decreased, contributing to decreased 
NO production. Studies have reported in other animal models of hypertension and 
endothelial dysfunction a significant decrease of the eNOS dimer to monomer ratio 
whereas the total amount of eNOS protein was unchanged or -similarly to current data-
increased [12;38;39]. In intrauterine undernourished rats with elevated blood pressure as 
adults, endothelium mediated vasodilatation is impaired and eNOS expression 
(evaluated by RT-PCR) decreased [40]. Factors that modulate (increase) at the 
transcriptional and posttranscriptional levels expression of eNOS after neonatal 
hyperoxic stress were not explored in the current study but could involve laminar shear 
stress, increased production of hydrogen peroxide as well as transforming growth 
factor-ȕ1 (which can be increased through angiotensin II AT1 receptor and NADPH 
oxidase activation) [41]. 
 In the current study, we also examined expression of two other NOS isoforms, 
neuronal (nNOS) and inducible (iNOS). Although iNOS is constitutively present in 
tissues such as lung epithelium and kidney distal tubules, it can become the 
predominant isoform in vascular smooth muscle in response to cytokines and other 
inflammatory mediators [42]. Dimerisation of the protein is also necessary for iNOS to 
produce NO, a process in which BH4 is required [43]. Our results do not show any 
significant change in aorta iNOS expression in the H group and the NOS inhibitor we 
used has a poor affinity for iNOS. This is in agreement with a study by Franco et al. 
showing similar iNOS expression between hypertensive offspring of undernourished 
dams and control [40]. The involvement and role of NO produced by nNOS in 
cardiovascular control remains unclear but data suggest nNOS could be involved in the 
modulation of myogenic tone [44] and systemic arterial pressure [45]. We observed no 
difference in nNOS expression between groups. Therefore we can postulate that iNOS 
and nNOS do not participate significantly to the enhanced vascular superoxide 
production in adult rats subjected to neonatal hyperoxic stress. 
 We have previously shown in the same model an impaired endothelium-
dependent relaxation, an increased in vascular superoxide anions production and a 
normalization of the endothelial dysfunction by superoxide dismutase analogue Tempol 
[8], pointing to a role for superoxide anion in impaired endothelium-mediated 
vasorelaxation through reduced NO bioavailability. We had also shown that increased 
vascular superoxide production in H adult rats was significantly decreased by apocynin 
[8], suggesting an increased production by NADPH oxidase. With the current studies 
we show that eNOS inhibitor L-NAME also decreased aorta superoxide anion 
production of H, as observed in other models of hypertension and vascular diseases 
[15;46]. Contribution of both NADPH oxidase activity and eNOS dysfunction to 
increased total vascular superoxide production and reduced NO bioactivity was also 
shown in experimental diabetes in rats [47] and in atherosclerotic apolipoprotein E 
knockout mice [48]. Superoxide can in turn further contribute to NO bio-inactivation 
and maintain eNOS uncoupled through oxidation of key cofactor such as BH4, as well 
as decrease the caveolae number in endothelial cells [49]. 
 The pathways by which a transient neonatal hyperoxic exposure results in 
adulthood to perpetuated changes resulting in eNOS uncoupling and more generally 
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vascular dysfunction are yet to be fully unravelled. Accelerated vascular aging could 
underlie these observations. Vascular aging is characterized by functional and structural 
impairment, increased vascular stiffness and endothelial dysfunction. Premature birth 
and low birth weight have been correlated with elevated blood pressure, impaired 
endothelial function and increased arterial stiffness in children, adolescents and adults 
[2;4;50]. In H adults, we recently showed increased aortic wall stiffness [51]. Vascular 
aging is associated with increased basal vascular superoxide production by NAD(P)H 
oxidase and eNOS [46], with eNOS uncoupling [17;52;53] and with decrease in the 
proportion of active plasma membrane-bound eNOS relative to cytosol subcellular 
localization [54], resulting in further decrease in NO production and increased 
superoxide production, thereby maintaining/accelerating vascular dysfunction and 
premature aging. Whether deleterious perinatal conditions result in premature aging of 
the vascular system remains to be fully explored and is important for the growing 
proportion of young adults who survived premature birth. 
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FIGURE LEGENDS 
FIGURE 1: Evaluation of NO production using DAF-2DA (10 μM) in aorta of adult 
rats exposed to high oxygen as newborns (H) vs. control (CTRL) in baseline conditions 
(A), after stimulation with the acetylcholine analogue carbachol (100 μM) (B), and with 
carbachol after pre-incubation with L-arginine (100 μM) (C) and with L-sepiapterine 
(100 μM) (D). The microphotographs are representative of experiments performed in n 
= 6 animals per group, compiled in the bar graphs. Bar scale = 100 μm. *: p < 0.05 H 
vs. CTRL using unpaired t-test.
FIGURE 2: eNOS immunostaining in aorta of adult rats exposed to high oxygen as 
newborns (H) and control (remained in room air) (CTRL) (A). The microphotographs 
are representative of experiments performed in n = 6 animals per group, compiled in the 
bar graph. eNOS immunostaining is localized to the endothelium and is significantly 
decreased in H vs. CTRL. Bar scale = 100 μm; e: endothelium. *: p < 0.05 H vs. CTRL 
using unpaired t-test.
FIGURE 3: Expression of total eNOS (A: histogram and representative immunoblots) 
relative to ȕ-actin proteins. eNOS dimer:monomer ratio (B: histogram and 
representative immunoblots) in aorta from adult rats exposed to oxygen as newborns 
(H) and control (CTRL) as determined by immunoblotting quantified by with Gel Pro 
Analyser 3.1. *: p < 0.05 H vs. CTRL using unpaired t-test. 
FIGURE 4: Representative sections of aorta from H and CTRL adult rats, after 
treatment with hydroethidine (2 μM) without L-NAME (A) or with L-NAME (100 μM) 
(B) pre-treatment (see Methods). Images were obtained with a laser scanning confocal 
microscope (LSM 510 laser scanning microscope, Zeiss) equipped with an argon laser. 
Fluorescence was detected with a 514-nm long-pass filter. The microphotographs are 
representative of six performed experiments (compiled in the bar graph). Bar scale = 
100 μm. *: p < 0.05 H vs. CTRL using unpaired t-test. 
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III - C TROISIÈME ARTICLE: NEONATAL OXYGEN EXPOSURE LEADS TO 
INCREASED AORTIC WALL STIFFNESS IN ADULT RATS: A DOPPLER 
ULTRASOUND STUDY 
Contexte de l’étude 
Nous avons observé à l’âge adulte une élévation de la pression sanguine, une dysfonction 
vasculaire en réponse au carbachol et à l’AngII chez les animaux ayant été exposés à une 
hyperoxie néonatale (groupe H).  
 
Objectifs 
Nous avons voulu regarder si ces dysfonctions vasculaires s’accompagnent d’une 
augmentation de la rigidité artérielle. Pour cela, nous avons mesuré la VOP par ultrasons 
après validation de la méthode par mesure intravasculaire. 
 
Résultats 
Nous avons observé une élévation de la VOP chez les animaux ayant été exposés à une 
hyperoxie néonatale 
 
Conclusion 
Cette élévation de la rigidité artérielle pourrait participer à l’élévation de la pression 
sanguine observée à l’âge adulte à la suite d’une exposition hyperoxique néonatale. 
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ABSTRACT 
We have previously shown that neonatal high oxygen (O2) exposure in rats leads to 
hypertension and vascular dysfunction in adulthood. Pulse wave velocity (PWV), an indirect 
measure of vascular biophysical properties (arterial stiffness or distensibility), is a sensitive 
marker of cardiovascular health. Its measurement in rats is mostly based on invasive 
hemodynamics measurements, prohibiting longitudinal studies particularly relevant in models of 
developmental programming of cardiovascular dysfunctions. With the current study we sought 1) 
to verify the feasibility and validity of measuring of aortic PWV in Sprague-Dawley (SD) rats by 
ultrasound; 2) to use the technique to compare aortic PWV in adult rats exposed to O2 as 
newborns (80% day 3 to 10 of life) vs. controls and 3) to develop an algorithm to calculate PWV 
in a non-invasive manner. We calculated aortic PWV using standard echocardiography and 
electrocardiogram, and validated the measures with PWV obtained by intraaortic catheters. 
Aortic full length was measured at sacrifice. PWV was significantly increased in O2 exposed 
(505±18 cm/s) vs. control animals (421±17 cm/s, p< 0.01). Of weight, femur length and distance 
from the manubrium to the anal margin (MA length), the latter showed the best correlation (R = 
0.84, p< 0.0001) with full aorta lengthderived from: (L)= 0.339 x (MA length) + 4.281. 
The current data using echo-Doppler method demonstrated increased aortic stiffness in adult rats 
exposed to hyperoxia as newborns and suggests that non-invasive longitudinal studies of aortic 
PWV can be performed using the proposed algorithm for estimation of the full aorta length. 
KEYWORDS: vascular function – ultrasonography – developmental origin of adult onset 
disease – oxidative stress 
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INTRODUCTION
The concept that many adult diseases can have their origins traced back to fetal life has 
been termed the “developmental origins of health and disease" (DOHAD) hypothesis1. In 
addition to altered conditions in fetal life, increasing number of epidemiological and experimental 
studies indicate that events in early postnatal life can also have life-long consequences for the 
cardiovascular health of the adult 2,3,4. Premature birth and low birth weight have been correlated 
with elevated blood pressure, impaired endothelial function and increased arterial stiffness in 
children, adolescents and adults 5,6.
Experimental data suggest that oxidative stress may be an initiating trigger in 
programming of adult diseases. We have shown in a previous study that neonatal hyperoxic stress 
is associated with elevated blood pressure and with vascular dysfunction in conductance arteries 
of adult rats 7. However, functional repercussions of the later observations have not been 
demonstrated. Pulse wave velocity (PWV) is an indirect measure of the biophysical properties of 
a vessel (arterial stiffness or distensibility) and a very sensitive marker of cardiovascular health 8.
Increased arterial stiffness is now recognized as an independent risk factor for cardiovascular 
events such as primary coronary events, stroke and mortality 9. Its measurement in rats is mostly 
based on invasive hemodynamics measurements, prohibiting longitudinal studies particularly 
relevant in models of developmental programming of cardiovascular dysfunctions. Ultrasound 
assessment of aortic PWV is a simple and fast alternative. Previous studies have only assessed 
PWV on a small portion of the thoraco-abdominal length (4 to 5 cm), and this length was an 
estimate since the measure was taken on the surface of the animal 10,11. The combination of 
external measurement and the short distance may be a major source of imprecision. Therefore, 
we propose to evaluate an adaptation of the technique to measure the aortic pulse wave velocity 
(aortic PWV) on the full length of the aorta. Moreover, to the best of our knowledge, as non-
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invasive aortic PWV has never been reported in Sprague-Dawley rats, reference control values 
are not yet available. The aims of the present study were: 1) to verify the feasibility of measuring 
aortic PWV in Sprague-Dawley rats by ultrasound; 2) to use the technique to compare aortic 
PWV in adult rats exposed to oxygen as newborns vs. controls and 3), to identify an anatomic 
marker that correlates the best with the full length of the aorta, allowing determination of aortic 
PWV in longitudinal studies. 
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MATERIALS AND METHODS 
Animals
Animals were used according to a protocol of the animal care committee of the Centre 
Hospitalier Universitaire Sainte-Justine in accordance with the principles of the Canadian 
Council on Animal Care Guide for the Care and Use of Experimental Animals. Sprague-Dawley 
rat pups (Charles River, St-Constant, Québec, Canada) were maintained in 80% O2 (mixture of 
medical-grade 100% O2 and room air with an oxycycler A82OCV, Biosherix) from days 3 to 10 
of life (hyperoxia group, n = 3 litters) or in room air (control normoxia group; n = 14 litters).  
Pups were weaned at 4 weeks of age to regular chow. Survival of the pups, their growth and food 
intake were similar between groups. Both male and female offspring (no more than 2 animals per 
litter) were studied as adults between 6 and 9 months of age.  
Experimental Procedures 
Measurement of aortic PWV by ultrasound: Animals (n = 6 O2-exposed and n = 6 
controls) were lightly anaesthetized with isoflurane in order to maintain spontaneous breathing. 
The animals were placed on a warming pad to maintain normothermia in a prone position. The 
anterior chest hair was shaved using clippers and three prewired neonatal electrodes (Puppydog, 
Tyco-Kendall Co., Mansfield, MA, USA) were attached on the right forelimb, left forelimb and 
left hindlimb. With a Siemens Acuson CV70 ultrasound machine (Siemens Medical Solutions 
Inc., Mountain View, CA, USA) and a 13-5 MHz linear transducer, Doppler tracings of aortic 
flow and descending abdominal aorta, immediately above the aortic bifurcation, were recorded at 
a sweep speed of 200 mm/s simultaneously with the ECG and stored on CD-Rom. All Doppler 
measurements were obtained within 5 to 10 minutes after the anaesthesia induction; the animals 
were then allowed to recover from the anaesthesia and placed back in their cage.  
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Each tracing was then reviewed with Adobe Acrobat 6.0 Professional software (Adobe 
Systems Inc., San Jose, CA). After a 300% magnification and off-line calibration, the time 
elapsed from the peak of the R wave of the QRS to the onset of the flow wave was measured 
(Figure 1). For each tracing at least five measures were performed. The mean value and the 
coefficient of variation were calculated. For each rat, a time to the onset of the aortic valve (T1) 
and to the aortic bifurcation (T2) were obtained. The difference (ΔT = T2 – T1) corresponds to 
the transit time of the pulse wave to travel from the aortic valve to the bifurcation. Five cardiac 
cycles were used to determine heart rate (HR) during both Doppler recordings. Mean of both 
values was used for statistical analysis. To assess within-subject intersessional variability, 
measurements were repeated for 5 cases. 
Measurement of aortic PWV by intraaortic catheter:
Animals (n = 10 controls) were anaesthetized with pentobarbital (65 mg/kg i.p.). A 
polyethylene PE50 catheter was inserted in the aortic arch through the left carotid and another 
one in the distal abdominal aorta through the left femoral artery. The catheters were connected to 
a pressure transducer to record systolic and diastolic blood pressures and heart rate. Pulse wave 
was recorded at 500Hz. After sacrifice, the distance between the two catheters extremities was 
measured and PWV was calculated by dividing this distance by the time of propagation of the 
wave (cm/sec). For each animal, at least 10 measures obtained at 10 sec intervals were recorded 
and mean was calculated.  
Anatomical measures: Rats (n = 6 O2-exposed and n = 18 controls) were euthanized by 
aortic exsanguination under general anaesthesia (1 to 4 days after the ultrasound study). Weight 
and femur length and distance from the manubrium to the anal margin (MA length) were 
measured. After thoraco- and laparotomy, the aorta was incised immediately (1-2 mm) above the 
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aortic valve and a small wire with a very floppy distal extremity (Arrow Spring-Wire 0.018'' - 45 
cm, Arrow Int. Inc., Reading, PA) was gently introduced in the ascending aorta through the aortic 
arch and pushed until its extremity was visualized by transparency at the aortic bifurcation. A clip 
was placed on the wire where it entered the aorta. The length of the wire introduced was 
measured and reported as the length of the full aorta (L): from the aortic valve to the aortic 
bifurcation. Aortic PWV is calculated as the quotient of the separation distance (L) and the time 
difference between pulse arrivals, with respect to the R-peak of the ECG (ΔT).
One observer (YM), blinded to the rats group, performed all Doppler and aortic length 
measurements. all the measurements were performed by one investigator (YM) blinded to the 
group of the animals. For each animal, measures were obtained at least 5 times and showed high 
degree of consistency with 5 % variability from mean value. Based on the anatomic parameter 
with the greatest correlation with the measured aorta length, an algorithm derived from the 
regression linear line was established to estimate the aorta length. 
Statistical analysis 
All values are expressed as means ± SE. Univariate statistical analysis was performed 
using the Mann–Whitney test to compare non-parametric features. A linear regression analysis 
was performed and Spearman’s correlation coefficient (R) was calculated to investigate the 
associations between the throraco-abdominal aortic length (L) and the other anatomic parameters 
measured or calculated. The coefficient of variation was calculated to assess the variability for 
repeated measurements. Bland-Altman analysis was used to assess the concordance between the 
measured and calculates aorta length. All data were analyzed with commercially-available 
statistical software packages (GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software, 
San Diego California USA). A p value < 0.05 was considered significant. 
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RESULTS: 
Control adult rats PWV measured by intraaortic catheters was 413 ± 16 cm/s. When using 
ultrasound to calculate PWV, the acquisition of the Doppler signal was possible in all rats. The 
aortic valve was clearly identifiable on a parasternal or suprasternal view of the ascending aorta 
and Doppler flow waves could be recorded in all cases (Figure 1). With colour Doppler, the 
abdominal aorta was identified and, either in a transverse or a sagittal view, the aortic bifurcation 
could be identified in all studies (Figure 1). The Doppler sample was placed as to record the flow 
just above the bifurcation. 
Comparison of PWV of O2-exposed vs. control adult rats
Characteristics of both groups and aortic PWV results are shown in Table 1. There was no 
significant difference for weight (for each gender), age and HR. Mean aortic PWV was 
significantly increased in O2-exposed (505 ± 18 cm/s; n = 6) vs. control animals (421 ± 17 cm/s; 
p< 0.01; n = 6). Within each group, there was no difference in age, PWV and HR between 
genders.
Correlation between anatomic parameters and aorta length 
Spearman’s correlation coefficient showed the best significant correlation between the 
aortic and the MA length (R = 0.82, p< 0.0001; n = 24) (Figure 2). Femur length and weight were 
also significantly correlated but with lower strength (R = 0.77 for both). Therefore, the following 
algorithm for aortic length estimation based on the MA length was derived from the regression 
linear line equation: 
[Aortic length] = 0.328 x [MA length] + 4.593 
The correlation between the measured and calculated aorta length is shown in Figure 3. 
The mean difference and the 95% limit of agreement between the two methods were calculated 
(0.08 cm, -0.47 cm and +0.63 cm respectively). 
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For each animal, the coefficient of variation for the PWV was less than 7%. The 
coefficient of variation calculated for the intraobserver variability was 7.5 %. 
Mivelaz et al.  Neonatal oxygen exposure and aortic stiffness 
DISCUSSION 
In our study, we confirmed that it was feasible to measure the thoraco-abdominal PWV in 
adult Sprague-Dawley rats with a standard ultrasound machine and have validated the method 
using intraarterial measurements. The ultrasound method allowed to show a significantly 
increased aortic PWV in adult rats exposed to high O as newborns compared to control. Finally 
we demonstrate that aorta length can be accurately estimated using the manubrium-anal external 
margin distance measured externally using the equation we derived. 
In previous studies measuring PWV by ultrasound, the distance between the two sites of 
Doppler flow recording was only 4 to 5 cm and/or was measured externally (i.e. on the surface of 
the animal) without validation at sacrifice 10,11. The short distance and its external measurement 
may represent a significant source of error. The aortic valve and the abdominal aortic bifurcation, 
as selected in the current study, are two very easily identifiable anatomic structures localized at 
both extremities of the aorta allowing aortic PWV assessment on the full length of the aorta. 
Comparison with other studies is complex because rat species, age and anaesthetic drugs 
are well recognized to be factors that can influence aortic PWV 12,13,14. Indeed, Soucy et al. 
showed in their study of Wistar rats that PWV increased very significantly with age, from 364 ± 
7 cm/s at 3 to 4 months to 599 ± 19 cm/s at 22 to 24 months 11. Only Tatchum-Talom et al. 14
performed a study similar to ours with regard to rat species and anaesthetic agent. Despite the fact 
that their rats where probably younger (age not specified, but range weight 200 to 250 grams), 
they report aortic PWV of 472 ± 42 cm/s in their control group which is slightly higher than the 
results in our control group, but nevertheless inferior than what we observed in the O2-exposed
group.
The investigation of mechanical and structural properties of arteries is crucial for studies 
of the mechanisms of developmental origins of cardiovascular disease. Several studies have 
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shown that endothelial-dependent and endothelial-independent vasodilation (well recognized 
precursor of hypertension and atherosclerosis) can be impaired and that flow-mediated dilation is 
decreased in low birth weight individuals from childhood to adult life 15,16,17,18,19. PWV has been 
demonstrated to be an indirect measure of the biophysical properties (arterial stiffness or 
distensibility) of a vessel, and therefore a promising measure of cardiovascular health. In our 
study, we noted a significantly greater aortic PWV in adult rats exposed to hyperoxic stress in the 
neonatal period compared with control rats. This finding is in line with our previous observations 
that neonatal oxygen exposure is associated with increased blood pressure and impaired 
endothelium dependant vasodilatation of conductance vessels 7. Due to technical difficulties we 
were not able to record blood pressure simultaneously with aortic PWV, though it is reasonable 
to assume that the blood pressure was significantly higher in O2-exposed rats vs. controls as we 
have previously reported 7. As elevated blood pressure can induce increased aortic PWV 
independent of impaired vascular structure, this raises the following question: what part of the 
increased aortic PWV is due to increased aortic stiffness and elevated blood pressure 20,21?
However, these two parameters are highly interrelated. Each might be the consequence of the 
other, but also might result from the same physiopathologic process. Indeed, it has been shown 
that angiotensin II can: 1) elevate blood pressure by enhancing vasoconstriction as well as 
sensitivity 22 and 2) increase aortic PWV by promoting structural vascular changes 23. Further 
studies will be needed to clarify this aspect. 
The observed increased PWV in adult rats subjected to neonatal hyperoxia are in 
agreement with studies in humans showing a correlation between altered perinatal conditions 
(low birth weight, prematurity; both associated with oxidative conditions) and increased indices 
of arterial rigidity in children as well as adults 5,19;24,25,26. In another animal model, aorta of 
offspring of high fad diet fed dams have increased arterial stiffness in addition to reduced 
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endothelial cells volume and decreased smooth muscle cell number 27. Whether conductance 
vascular structure is altered after neonatal hyperoxic exposure is not known. The proportion of 
elastin vs. rigid collagen is a major determinant of arterial stiffness. Elastin synthesis in the 
vessels peaks in the prenatal period, mostly approaching term, decreases rapidly after birth and is 
minimal in the adult aorta 28. In rats, experimentally induced fetal growth inhibition results in 
lower elastin content of the aorta and persistent changes in aortic wall components 29.
Composition of the aortic wall and other large conduit arteries is therefore determined relatively 
early during development, with little possibilities of “catch-up” or compensation later on.  
In the perspective to study longitudinally the evolution of aortic PWV, we looked for 
anatomic measurements that correlate the best with the total aorta length. The best correlation 
was found with the MA length. The proposed algorithm for aortic length calculation showed a 
good agreement with the measured aorta length in the 24 rats studied. Indeed, the limits of 
agreement between the measured and calculated method is about ±0.5 cm (5%). A 0.5 cm 
variation in aorta length will result in only a 5% variation of the PWV (a 25 cm/s variation for a 
PWV of 500 cm/s), which could be considered clinically of low relevance. We therefore propose 
that this method of assessment of total aortic length could be used to assess non-invasively aortic 
PWV and to monitor the progression of the clinical manifestation of vascular structural changes 
in different models studying vascular (patho)physiology over time (such as developmental 
programming of elevated blood pressure as in our studies) in Sprague-Dawley rats. To the best of 
our knowledge, this is the first report of an anatomical marker which could be used as a surrogate 
of the rat aorta length for the non-invasive measurement of the PWV. 
Study limitations 
We here report the method that we developed to measure PWV and derive the biophysical 
properties of the aorta. Technical considerations that may be important are the following: (1) the 
Mivelaz et al.  Neonatal oxygen exposure and aortic stiffness 
ascending aorta was cut as close as possible to the aortic valve, but due to its elasticity and, 
probably that the real length of the aorta should be 1 or 2 mm longer. This imprecision represents 
between 1 to 2% of the mean length of the aorta; (2) because of the rapid velocities, the measured 
time differences between the onset of the Doppler flow in the ascending and abdominal aorta 
were relatively short. To minimize this issue, at least five measurements were performed on each 
Doppler tracings recorded with the highest sweep (200 mm/s) and off-line measurement 
performed after a 300 time magnification. Despite these technical considerations, the variability 
of the measures between animals was relatively small considering that statistically significant 
differences were detected between the groups despite a relatively small (about 20%) increase 
PWV observed in the H animals. 
CONCLUSIONS 
Assessment of the aortic stiffness is crucial to monitor cardiovascular health and the 
effects of preventive strategies and new therapies. In this animal study, PWV, a very sensitive 
marker of cardiovascular health, could be measured by standard ultrasound. Using this method, 
we found an increased aortic PWV in adult animals subjected to a brief period of hyperoxic stress 
as newborns. Whether this observation is associated with structural vascular change remains to be 
determined. The MA length could be used as a surrogate of the rat aorta length for the non-
invasive follow-up of longitudinal studies, providing insight into arterial disease processes, and 
for monitoring the success of future medical therapies. 
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Table 1 
 Control group Oxygen-exposed group 
Age [months] 7.6±0.2 7.9±0.5 
Weight [grams]   
Females 403±33 463±41 
Males 716±30 785±65 
Male ratio [%] 50% 50% 
Heart rate [bpm] 322±26 346±39 
Aortic PWV [cm/s] 421±17 505±18* 
All values except male ratio are expressed as mean ± SE
* p< 0.05 
Aortic PWV: aortic pulse wave velocity 
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Figure legends 
Figure 1 
A. (left) Two-dimensional echocardiography of the ascending aorta with the aortic valve clearly 
identifiable (arrowhead). 
(right) Doppler and ECG tracings at the level of the aortic valve. Timing lines were drawn at 
peak of R wave of ECG and at the onset the aortic wave (T1). 
B. (left) Two-dimensional echocardiography with colour Doppler of the descending aorta with 
the aortic bifurcation clearly identifiable (arrowhead). 
(right) Doppler and ECG tracings at the level of the aortic bifurcation. Timing lines were drawn 
at peak of R wave of ECG and at the onset the aortic wave (T2). 
Figure 2 
(right) Full aorta length (L) measured at sacrifice plotted against the length from manubrium to 
anal margin (MA) measured immediately before euthanasia
(left) Illustration of the measure of the MA length. 
Figure 3 
The difference between measured and calculated aorta length plotted against the average of the 
two corresponding measurements for all studied animals. The mean difference (continuous line) 
and the limits of agreement (dash line) are shown.  
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III - D RÉSULTATS ADDITIONNELS 
Des résultats d’expériences complémentaires sont présentés dans cette section. 
À la suite de nos observations selon lesquelles une exposition néonatale à un stress oxydant 
conduit à l’âge adulte à une élévation de la pression sanguine, une dysfonction vasculaire 
associée à une augmentation de la production d’anions superoxyde et une raréfaction 
microvasculaire. Nous avons évalué l’ontogenèse de ces dysfonctions, la présence d’un 
stress oxydant à l’âge de 4 semaines, âge auquel la pression sanguine n’est pas encore 
significativement augmentée. Nos données montrent une absence de dysfonction vasculaire 
et de production vasculaire accrue d’ERO à 4 semaines. Cependant des études 
histologiques de l’aorte (4 semaines) démontrent des changements de structure 
classiquement associés à une rigidité artérielle augmentée, qui pourrait participer à 
l’augmentation de la pression pulsée et de la pression sanguine observées à l’âge adulte. 
Par la suite, étant donné que de nombreuses données supportent que le stress oxydant 
puisse jouer un rôle important dans le syndrome métabolique et qu’il soit plus un élément 
primaire que secondaire [133;576], nous avons envisagé que l’exposition néonatale dans 
notre modèle puisse également conduire à des altérations de certains paramètres 
métaboliques impliqués dans le développement du syndrome métabolique. Nos données 
actuelles suggèrent une susceptibilité des animaux ayant subi un stress oxydant néonatal. 
Un déséquilibre nutritionnel pourrait conduire au développement d’un diabète de type 2.  
L’ensemble de ces résultats sont commentés dans la partie « Discussion » de cette thèse. 
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III - D-1  MATERIELS ET METHODES 
 
III - D-1-1 Histologie et immunohistochimie 
À l’âge de 4 semaines, les rats ont été anesthésiés (kétamine (65 mg/kg) and xylazine (7 
mg/kg), ip). L’aorte thoracique a été disséquée, fixée dans la formaline (10 %) puis enrobée 
de paraffine. Des coupes de 5 μm ont été marquées par la coloration de Verhoeff (fibres 
d’élastine) et le trichrome de Masson (fibres de collagène). La circonférence aortique a été 
mesurée en traçant la lamina élastique interne. La densité des fibres d’élastine et de 
collagène a été quantifiée au niveau de la média. 
 
III - D-1-2 Mesure de l’activité des MMPS et de l’expression des TIMPS 
Les aortes congelées ont été homogénéisées à l'aide d'un piston en acier inoxydable refroidi 
à -196°C avec de l'azote liquide. La poudre obtenue est diluée avec 1:4 v/v dans 50 mM 
Tris-HCl (pH 7,4) contenant 3,1 mM de saccharose, 1 mM de dithiothréitol, 10 pg/mL de 
leupeptine, 10 pg/mL d'inhibiteur de trypsine de soja, 2 pg/mL d'aprotinine et cocktail 
inhibiteurs de protéases (P8340, Sigma). Cette solution a ensuite été homogénéisée sur de 
la glace à l'aide d'un pilon culot motorisé (Kontes) pendant 2 min. L'homogénat est ensuite 
centrifugé à 10 000 x g pendant 5 min à 4°C; le surnageant a été conservé dans la glace 
pour les analyses biochimiques ultérieures. La teneur en protéines aortiques a été 
déterminée par la méthode de l'acide bicinchoninique (Sigma). 
 
Mesure d'activité par zymographie gélatine : Les échantillons non chauffés ont été dilués 
avec de l'eau afin de charger une quantité constante de protéines par puits (20 μg 
d’homogénat d’aorte). Ils sont soumis à une électrophorèse sur gel de polyacrylamide à 8 % 
copolymérisé avec de la gélatine (2 mg/mL, Sigma). Après 1,5 h, les gels ont été incubés 
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pendant 1 h à température ambiante dans une solution 2,5 % de Triton X-100 et incubés à 
37°C pendant 20 h dans un tampon d'incubation (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM 
CaCl2 et 0,05 % NaN3). Une coloration avec 0,05 % de bleu de Coomassie G-250 dans un 
mélange de méthanol: acide acétique: eau (2,5:1:6,5 v/v) est effectuée, suivi d’une 
décoloration dans le méthanol aqueux à 4 % et 8 % d'acide acétique. Les activités 
gélatinolytiques ont été détectées sous forme de bandes, analysées par densitométrie à l'aide 
d’image J (National Institutes of Health, USA). L’analyse Intergel a été possible après la 
normalisation de l'activité gélatinolytique avec un étalon interne (surnageant d'ester de 
phorbol activé cellules HT-1080, American Type Culture Collection).  
 
Mesure d’expression par western blot : L’homogénat d’aorte (20 μg de protéines) a été 
chargé sur gel de polyacrylamide 10 %, les protéines séparées par électrophorèse à une 
tension constante de 150 V dans des conditions réductrices, puis électro-transférées sur 
membrane de difluorure polyvinylidène (BioRad) dans un tampon Towbin (20 % méthanol 
v/v, 25 mM Tris-base, 192 mM de glycine et 0,05 % w/v dodécyl sulfate de sodium). Les 
standards positifs et/ou les normes de poids moléculaire (161-0374, BioRad) ont également 
été chargés afin de confirmer la masse moléculaire des protéines à sonder. Les membranes 
polyfluorure de vinylidène ont été perméabilisées par trempage dans du méthanol pendant 1 
min. Les protéines ont été transférées sur ces membranes à 100 V pendant 1 h. Les 
membranes ont été ensuite bloquées dans 5 % w/v poudre de lait écrémé dans du tampon 
TTBS (0,001 % v/v de Tween-20, 2 M Tris (pH 7,6), 0,10 M de NaCl) pendant 2 h à 
température ambiante ou une nuit à 4°C. Les membranes ont été incubées pendant une nuit 
à 4°C, dans 5 ml de 5 % w/v de poudre de lait écrémé dans du tampon TTBS avec un 
anticorps monoclonal anti-souris TIMP-1 (1:200 dilution; AA7, Santa Cruz), un anticorps 
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monoclonal anti-souris TIMP-2 (1:200 dilution; 3F373, Santa Cruz) et un anticorps 
polyclonal anti-lapin TIMP-4 (1:1000 dilution; AB816, Chemicon). Après le stripping de 
MMP-2 et TIMP-4 (incubation avec le tampon de décapage (21059, Thermo Scientific) 
pendant 15 min à température ambiante). Les mêmes membranes ont été re-sondées avec 
respectivement les anticorps TIMP-1 et TIMP- 2. La glycéraldéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase (1:2,500 dilution) a été utilisé pour normaliser les niveaux de protéines sur 
chaque membrane. La même procédure a été répétée 3 fois : rinçages dans du TTBS, puis 
l’anticorps secondaire conjugué à la peroxydase (anti-souris ou anti-lapin) a été ajouté 
(dans 10 mL dans 5 % w/v poudre de lait écrémé dans du tampon TTBS) pendant 60 min. 
Les membranes ont été visualisées à l'aide d’un kit de détection de la peroxydase 
(Amersham Pharmacia Biotech) et les bandes quantifiées à l'aide d’image J. 
 
III - D-1-3 Courbe de croissance et consommation alimentaire 
Les animaux ont été pesés hebdomadairement entre la 7ème et la 25ème semaine de vie. À 
partir de la 15ème semaine, les rats ont été placés dans des cages individuelles pendant 2 
semaines afin de mesurer la consommation quotidienne de croquettes. Celle-ci a été 
ramenée au poids corporel des rats. 
 
III - D-1-4 Composition corporelle 
Les animaux âgés entre 20 et 26 semaines ont été analysés pour une détermination de la 
masse grasse et maigre au niveau abdominal par densitométrie (GE Lunar piximus).  
Après anesthésie par injection intrapéritonéale (ip) de kétamine (65 mg/kg de poids 
corporel) et xylazine (7 mg/kg de poids corporel), les rats sont placés sur le dos et scannés 
au niveau des vertèbres lombaires (autour de L4). Le contenu total intra-abdominal des 
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tissus mous (masse maigre et grasse) a été calculé en utilisant un logiciel d'analyse d'image. 
La densité minérale osseuse a été évaluée sur l’os du tibia. 
 
III - D-1-5 Tolérance au glucose et résistance à l'insuline 
Après une nuit de jeûne, les rats ont été soumis à un test de tolérance au glucose avec 
injection ip (IPGTT) d'une solution de glucose à 30 % à la dose de 1 g/kg de poids corporel. 
Des échantillons de sang ont été prélevés au niveau de la veine saphène à 0, 15, 30, 60, 90 
et 120 min après l’injection afin de mesurer la concentration plasmatique de glucose 
(glucomètre One Touch Ultra de LifeScan Canada; Burnaby, Colombie-Britannique, 
Canada) et d'insuline à 0 et 120 minutes par méthode Elisa (Millipore Corporation).  
Une évaluation de la résistance à l’insuline a été faite avec le calcul de l’index HOMA, 
pour ‘Homeostasic Model Assessment’ : HOMA = ([Glycémie à jeun (mM)] x [insulinémie 
à jeun (pM)]) / 22.5 [499]. 
 
III - D-1-6 Evaluation d’indices de stress oxydant 
III - D-1-6-1  MDA 
Les concentrations postprandiales plasmatiques de MDA ont été mesurées par HPLC 
suivant la méthode décrite par Levy et coll. [456]. 
 
III - D-1-6-2  Glutathion 
Les niveaux de glutathion oxydé et réduit ont été mesurés dans le sang total traité 
rapidement après prélèvement avec l'acide métaphosphorique à 5 % et centrifugé pendant 1 
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min à 5 000 x g. La séparation se fait par électrophorèse capillaire de zone (P/ACE ™ 
MDQ système d'électrophorèse capillaire de Beckman Coulter) comme décrit 
précédemment [117]. 
 
III - D-1-7 Lipides plasmatiques : cholestérol total, triglycérides et acides gras 
non estérifés 
Les concentrations plasmatiques à jeun de cholestérol et de triglycérides ont été 
déterminées par kit enzymatique (BioMerieux Marcy-l’Etoile, France). La quantification 
des acides gras non-estérifiés (NEFA) a été réalisée avec le réactif NEFA-HR(2) (Wako 
Chemicals GmbH, Fuggerstraße 12, D-41468 Neuss). 
 
III - D-1-8 Leptine 
Des échantillons de plasma d’animaux nourris ont permis de quantifier les concentrations 
de leptine avec un kit enzymatique (Biovendor GmbH, D-69120 Heidelberg, Germany). 
 
III - D-1-9 Expression d’Akt-1 et GLUT-4 par western blot 
Des échantillons de muscle du tibia et de foie prélevés sur des animaux à jeun ont été 
homogénéisés et les protéines ont été extraites avec un tampon d'extraction (urée 5 M; 
Thiourée 2 M; CHAPS 4 %; Tris 40 mM; 50 mM DTT; Biolyte 30-10 0,2 %; PIC). Après 
centrifugation (18 000 x g, 15 min, 4°C), les surnageants ont été collectés pour la 
détermination de la teneur en protéines (utilisation d’un kit CRDC (BioRad), standard: 
albumine bovine). Les protéines dénaturées (25 μg) ont été séparées (gel de 
polyacrylamide-SDS) et transférées pendant 1h à température pièce sur une membrane de 
polyvinylidine fluoride (PVDF), lesquelles ont été bloquées pendant 1 h à température 
ambiante avec 5 % de lait en 1X TBS-Tween pour tous les anticorps. Elles sont ensuite 
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incubées avec des anticorps (Ac) monoclonaux primaires toute la nuit à 4°C : Ac lapin anti-
Akt-1 (1/25000 lait 5 % + 1 X TBS-Tween); Ac lapin anti-GLUT-4 (1/5000 lait 5 % + 1 X 
TBS-Tween); Ac lapin anti--actine (1/1000 dans le lait 5 % + 1 X TBS-Tween), Ac 
chèvre anti-vimentine (1/200 lait de 5 % + 1 X TBS-Tween). L’incubation avec les 
anticorps secondaires se fait pendant 1h à température pièce : Ac anti lapin pour GLUT-4, 
Akt-1 et ß-actine (1/5000 lait 5 % + 1X TBS-Tween), Ac anti-chèvre pour vimentine (1/10 
000 lait 5 % + 1 X TBS-Tween). Les anticorps ont été visualisés en utilisant une méthode 
améliorée de chemiluminescence (Immobilon Western; Millipore Corporation). Les films 
(Biorad) ont été numérisés à l'aide d'un scanner à plat, et les images analysées avec Gel 
analyseur Pro 3.1 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA), les résultats ont été 
normalisés à -actine (Akt-1) et à la vimentine (GLUT-4). 
 
III - D-2  ONTOGENÈSE DE LA DYSFONCTION VASCULAIRE 
 
III - D-2-1 Effets de l’exposition néonatale à l’oxygène sur la vasomotricité ex-
vivo à 4 semaines 
Dans cette partie de notre travail, nous avons étudié la réactivité vasculaire à l’AngII et au 
carbachol chez les animaux âgés de 4 semaines. Nos données montrent qu’elle est similaire 
entre les groupes (H et NNI). Les courbes dose-réponse à l’Ang II (Figure 20 A) et au 
carbachol (Figure 20 B) ne sont pas différentes entre les groupes. 
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Figure 20 : Réponse vasocontractile à l’angiotensine II dans le groupe H et NNI (A). La 
contraction est exprimée (%) par rapport à la réponse KCl (80 mM). Réponse 
vasodilatatrice en réponse au carbachol dans le groupe H et NNI (B). La vasodilatation est 
exprimée (% reverse) de la vasocontraction du U46619 (0,3 
M). Les données représentent 
la moyenne ± SEM. 
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III - D-2-2 Effets de l’exposition néonatale sur la production vasculaire d’anions 
superoxide à l’âge de 4 semaines 
La production d’anions superoxide n’est pas différente entre les groupes (H : 17,0 ± 0,5 vs 
NNI : 17,0 ± 0,7 UA) (Figure 21 A et 21 B).  
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Figure 21 : Sections d’aorte dans le groupe H (A) et NNI (B) après le traitement avec la 
dihydroéthidine (2 
M). Images obtenues par un microscope confocal (LSM 510 laser 
scanning microscope, Zeiss) équipé d’un faisceau argon. La fluorescence a été détectée  à 
514 nm. Les données représentent au moins 6 expériences (les microphotographies sont 
représentatives). Échelle =100 
m. 
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III - D-2-3 Effets sur l’architecture de la media à 4 semaines 
Nos analyses du remodelage de la matrice extracellulaire montrent qu‘en comparaison au 
groupe NNI, la densité des fibres d’élastine est significativement diminuée dans le groupe 
H (31 ± 2 % vs 44 ± 2 %, p < 0,001) (Figure 22 A) alors que la densité des fibres de 
collagène (Figure 22 B) est significativement augmentée (54 ± 7 % vs 29 ± 5 %, p < 0,001). 
Par conséquent, le rapport élastine/collagène (Figure 22 C) est diminué dans le groupe 
soumis à l’hyperoxie (0,6 ± 0,1 vs 2,4 ± 0,4, p < 0,001). 
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Figure 22 : Chez le rat âgé de 4 semaines, mesure de la densité de fibres d’élastine en 
utilisant la coloration de Verhoeff (A); *** p < 0,001 H vs NNI; Mesure de la densité de 
fibres de collagène en utilisant le trichrome de Masson (B); *** p < 0,001 H vs NNI. (C) 
Ratio élastine/collagène; *** p < 0,001 H vs NNI. La densité est exprimée (%) à l’aire de la 
média. Les données représentent la moyenne ± SEM. 
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Tel qu’illustré sur la Figure 23, nous pouvons observer que la coloration de Verhoeff 
(identifiant les fibres d’élastine) est plus faible dans le groupe H en comparaison au groupe 
NNI (Figure 23 B vs A) alors que la coloration au trichrome de Masson (identifiant les 
fibres de collagène) est plus importante dans le groupe H en comparaison au groupe NNI 
(Figure 23 D vs C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23 : Coloration de Verhoeff sur l’aorte dans le groupe NNI (A) et du groupe H (B) 
d’animaux âgés de 4 semaines, grossissement 20X. Trichrome de Masson sur l’aorte dans 
le groupe NNI (C) et dans le groupe H (D), grossissement 20X. 
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III - D-2-4 Effets sur l’activité et l’expression des MMPS et TIMPS à l’âge de 4 
semaines 
Par zymographie nous n’avons pas observé de différence dans l’activité de la MMP-2 
(Figure 24 A) ni dans NGAL/MMP-9 (Figure 24 B). Ceci a été confirmé par les analyses 
par western blot de l’expression de TIMP-1, TIMP-2 et TIMP-4 ne montrant aucun 
changement significatif (Figures 24 C, D et E). 
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Figure 24 : Zymographie sur SDS-PAGE-gélatine sur l’aorte (A). L’activité de MMP-2 (B) 
est identifiée à 72 kDa et l’activité du complexe NGAL/MMP-9 (C) à 130 kDa. 
L’expression de TIMP-1 (D), TIMP-2 (E), TIMP-4 (F). Les données représentent la 
moyenne ± SEM (n=5, 6 rats/groupes). 
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En conclusion, à l’âge de 4 semaines, les dysfonctions vasculaires observées à l’âge adulte 
à la suite d’un stress oxydant néonatal ne sont pas installées; cependant la diminution du 
rapport élastine/collagène qui traduit une rigidité artérielle augmentée est déjà présente 
avant l’élévation de la pression sanguine. Ceci pourrait expliquer l’augmentation de la 
pression pulsée et de la pression sanguine observées à l’âge adulte. 
 
III - D-3  CONSÉQUENCES MÉTABOLIQUES 
 
Étant donné l’importance des données de la littérature sur le rôle du stress oxydant dans les 
changements de paramètres métaboliques conduisant au développement du diabète de type 
2/syndrome métabolique, nous avons émis l’hypothèse que le stress oxydant néonatal 
pourrait programmer des altérations de certains paramètres métaboliques et conduire 
ultérieurement à un diabète de type 2. 
Les données qui sont ci-après ont été réalisées chez les mâles et les femelles du même 
groupe d’âge. Pour les paramètres où nous n’avons pas observé de différence de genre, 
dans le but de ne pas alourdir le texte, uniquement les résultats des mâles sont décrits. Pour 
les données où nous avons observé une différence de genre (composition corporelle, 
niveaux de MDA, aire sous la courbe de glucose) les résultats des mâles et femelles sont 
présentés. 
 
III - D-3-1 Croissance, consommation alimentaire et composition corporelle 
Dans les deux sexes, tel que présenté sur la Figure 25, les courbes de poids sont linéaires (r2 
= 97 %) et similaires. Cependant, dans les groupes où les mères ont été échangées entre le 
3ème et 10ème jour de la vie des nouveau-nés (groupes NN et NH), la croissance des animaux 
entre la 7ème et la 15ème semaine d'âge est plus faible comparativement à ceux dont les 
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mères n’ont pas été interchangées (groupe NNI). L'exposition au stress hyperoxique est 
associée à une diminution significative du poids (par rapport au groupe NH, p < 0,01). 
Néanmoins, à 25 semaines d'âge, plus aucune différence de poids entre les groupes n’est 
observée, un phénomène de rattrapage (catch up en anglais) ayant eu lieu. 
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Figure 25 : Courbe de croissance entre la 7ème et 25ème semaine. 
 
La consommation quotidienne de croquettes a été mesurée pendant 2 semaines entre l’âge 
de 15 et 17 semaines. Aucune différence significative n’est observée chez les mâles : 45.5 ± 
2.3 vs 43.1 ± 2.3 g/jour/g de poids corporel dans les groupes H et NNI (n=7/groupe). La 
tendance est similaire chez les femelles : 51,9 ± 4,8 vs 50,1 ± 5,9 g/jour/g de poids corporel 
(n=7/groupe). Aucun effet significatif de sexe sur la consommation de croquettes n’a été 
observé. La leptine étant une hormone secrétée par le tissu adipeux qui intervient dans la 
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régulation de l'appétit et du poids, nous en avons mesuré les niveaux plasmatiques à l’état 
nourri chez les animaux à 17 semaines. Les concentrations ne sont pas modifiées par le 
stress oxydant postnatal d’une semaine. Étant donné que nous n’observons pas d’effet du 
sexe, l’ensemble des données a été poolé : 248,1 ± 38,1 (pg/ml) (n=19) vs 255,3 ± 28,1 
(pg/ml) (n=16) dans le groupe H et NNI respectivement.  
Les données de la composition corporelle des mâles sont rapportées dans le Tableau 6. 
Aucune différence significative n’a été observée entre les groupes dans le contenu en 
masses maigre, grasse ni dans la densité minérale osseuse. Cependant, des différences 
significatives de sexe ont été détectées au niveau de la masse maigre et la masse grasse qui 
sont plus importantes chez les femelles que chez les mâles. 
 
Tableau 6 : Composition corporelle des animaux mâles âgés de 20 semaines. 
 
 NNI NN NH H 
Masse maigre (%)     
MÂLES 73,2 ± 1,2 (7) 67,9 ± 3,3 (7) 75,2 ± 3,0 (6) 69,6 ± 3,0 (8) 
FEMELLES 65,3 ± 1,1 (8) ** 62,9 ± 1,5 (7) 60,6 ± 1,4 (8) ** 60,0 ± 2,6 (6) * 
Masse grasse (%)     
MÂLES 26,7 ± 1,3 (7) 33,2 ± 3,4 (7) 24,8 ± 3,1 (6) 30,4 ± 3,1 (8) 
FEMELLES 37,0 ± 1,7 (8)** 38,0 ± 1,3 (7) 41,5 ± 1,3 (8) ** 40,01 ± 2,6 (6) * 
DMO (g/cm2)     
MÂLES 0,20 ± 0,01 (7) 0,21 ± 0,01 (7) 0,20 ± 0,01 (6) 0,21± 0,01 (8) 
FEMELLES 0,19 ± 0,01 (8) 0,19 ± 0,01 (7)  0,19 ± 0,01 (8) 0,18 ± 0,01 (6)  
Différences de sexe: *: p < 0,05; **: p < 0,01 
DMO : densité de masse osseuse 
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III - D-3-2 Tolérance au glucose et résistance à l’insuline 
Les conséquences métaboliques du stress oxydant postnatal ont été testées chez les animaux 
adultes. La tolérance au glucose a été évaluée grâce à une IPGTT. Le Tableau 7 présente les 
données de glucose et d’insuline plasmatiques obtenues chez les animaux mâles. Elles ont 
permis de calculer le HOMA, indice de la résistance à l’insuline. Aucun effet significatif du 
sexe n’a été observé. Même si l’analyse des données entre les groupes n’a pas montré de 
différence significative, il existe une tendance à des valeurs plus élevées dans le groupe H 
pour la glycémie (0 and 120 min), le HOMA et le rapport des concentrations plasmatiques 
glucose/insuline 2 h après l’injection de glucose (142 et 167 % de différence entre le 
groupe H et respectivement, les groupes NNI et NH). 
 
Tableau 7 : Réponse des animaux mâles adultes à la suite d’une charge de glucose. 
Concentrations plasmatiques de glucose et insuline; évaluation de la résistance à l’insuline 
avec le HOMA et le ratio glucose/insuline calculé 2h après l’injection ip. 
 NNI NN NH H 
Glycémie t=0 min (mM) 5,9 ± 0,2 (8) 5,8 ± 0,2 (9) 5,8 ± 0,2 (8) 6,5 ± 0,2 (10) 
Glucose t=120 min (mM) 5,7 ± 0,2 (8) 5,9 ± 0,3 (9) 5,4 ± 0,2 (8) 6,1 ± 0,3 (10) 
Insuline t=0 min (μg/L) 1,2 ± 0,2 (8) 1,5 ± 0,2 (9) 0,8 ± 0,2 (8) 1,5 ± 0,3 (10) 
Insuline t=120 min 
(μg/L) 
1,8 ± 0,4 (8) 1,9 ± 0,2 (9) 1,6 ± 0,2 (8) 1,5 ± 0,3 (10) 
HOMA 7,5 ± 1,4 (8) 9,3 ± 1,1 (9) 4,8 ± 1,0 (8) 10,8 ± 2,3 (10) 
Glucose/Insuline (t=120) 4,0 ± 0,7 (8) 3,3 ± 0,4 (9) 3,7 ± 5,8 (8) 9,7 ± 5,8 (10) 
 
 
Les calculs de l’aire sous la courbe de l’excursion glycémique à la suite de la charge 
permettent une évaluation de la tolérance globale au glucose (Figure 26). Chez les mâles 
adultes, le fait d’avoir interchangé les mères n’a pas eu d’effet sur la tolérance au glucose 
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(NNI, NN et NH pas significativement différents) alors qu’une exposition à l’hyperoxie en 
période néonatale conduit à l’âge adulte, à une diminution de la tolérance au glucose, 
l’ASC mesurée chez les animaux du groupe H étant supérieure à celles mesurées dans les 
groupes NH, NN, NNI. 
Chez les femelles, le fait d’avoir interchangé les mères (NN) ainsi que d’avoir eu une 
exposition à l’hyperoxie indirecte (NH) ou directe (H) a conduit à augmenter l’ASC de 
glucose en comparaison au groupe dont les mères n’ont pas été échangées (NNI). 
 
 
Figure 26 : Aire sous la courbe de l’excursion glycémique (ASC) après un test de tolérance 
au glucose faite chez les animaux mâles (n = 9) (A) et femelles (n = 9) (B) adultes; Pour les 
mâles, * p <0,05 H vs NN et NNI; ** p < 0,01 H vs NH; Pour les femelles, * p < 0,05 NNI 
vs NH; ** p < 0,01 NNI vs NN; *** p < 0,001 NNI vs H, à la suite d’une analyse de 
variance (ANOVA) et les post-tests adéquats. 
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III - D-3-3 Paramètres plasmatiques lipidiques 
Aucune différence significative n’a été observée dans les concentrations plasmatiques de 
cholestérol, triglycérides et NEFA entre les groupes NNI et NH (Tableau 8). L’analyse des 
données n’a pas non plus montré d’effet significatif du sexe. 
 
Tableau 8 : Concentrations plasmatiques de paramètres lipidiques d’animaux mâles 
adultes. 
 NNI H 
Cholestérol (mM) 1,07 ± 0,07 (6) 0,89 ± 0,07 (6) 
Triglycérides (mM) 1,55 ± 0,27 (6) 1,29 ± 0,62 (6) 
NEFA (mM) 0,81 ± 0,08 (6) 0,65 ± 0,14 (6) 
NEFA : acides gras non estérifiés 
 
 
III - D-3-4 Effets sur des paramètres de stress oxydant 
- Évaluation de la peroxydation des lipides 
Les concentrations plasmatiques de MDA ont été mesurées chez les mâles (Figure 27 A) et 
femelles (Figure 27 B) à l’âge adulte. Elles montrent que le fait d’avoir interchangé les 
mères entre le 3ème et 10ème jour de vie (groupe NN) n’a pas été associé avec des 
changements significatifs. Par contre, l’exposition à un environnement enrichi en oxygène 
soit directement à l’hyperoxie (groupe H), soit indirectement par la mère (groupe NH) 
(chez les mâles uniquement) a conduit à l’âge adulte, à une augmentation des niveaux de 
MDA en comparaison aux groupes non exposés à l’hyperoxie (NNI et NN). L’analyse des 
données a montré une différence de sexe uniquement dans le groupe NH (les mâles ont des 
niveaux de MDA plus élevés : 4049 ± 1279 μM vs 2452 ± 771 μM chez les femelles, p < 
0,01). 
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Figure 27 : Concentrations plasmatiques de malondialdéhyde (MDA) chez les mâles (A) et 
femelles (B) adultes (moyenne ± SEM; n=5 à 6 rats/groupe); Chez les mâles (A) ** p < 
0,01 NH vs NN et NNI; *** p < 0,001 H vs NN et NNI; Chez les femelles (B) * p < 0,05 H 
vs NH; ** p < 0,01 H vs NN; *** p < 0,001 H vs NNI à la suite d’une analyse de variance 
(ANOVA) et les post-tests adéquats en utilisant un test ANOVA. 
 
- Evaluation du statut anti-oxydant circulant 
Les concentrations érythrocytaires de glutathion oxydé et réduit ont été mesurées. La 
Figure 28 montre que dans le groupe H en comparaison avec le groupe NNI, le ratio 
GSSG/GSH (A) est significativement plus élevé; le calcul du potentiel redox (B) [672] a 
révélé un environnement plus oxydé à la suite d’un stress hyperoxique. 
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Figure 28 : Rapport glutathion oxydé/glutathion réduit (GSSG/GSH) (A) dans les 
érythrocytes de rats mâles adultes ayant été exposés à l’oxygène en période néonatale. * p < 
0,05 H vs NNI en utilisant un test ANOVA. Le potentiel redox (E) érythrocytaire a été 
calculé (B), * p < 0,01 H vs NNI en utilisant un test ANOVA. Pas de différence entre NNI, 
NN et NH. (n = 6). 
 
 
III - D-3-5 Expression d’Akt-1 et de GLUT-4 
Afin d’investiguer un peu plus loin les mécanismes possiblement impliqués dans 
l’intolérance au glucose observée dans le groupe H, nous avons mesuré les expressions 
hépatiques d’Akt-1 et de GLUT-4 dans les différents groupes. Nous n’avons pas observé 
pas de différences significatives entre les groupes H et NNI aussi bien dans l’expression 
hépatique tant de Akt-1 (Figure 29) que de GLUT-4 (données non présentées). 
* *
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Figure 29 : Expression d’Akt-1 rapportée à la -actine dans le foie de rats mâles adultes (n 
= 6) ayant été exposés à l’oxygène en période néonatale (H) et contrôle (NNI), déterminée 
par immunoblotting et quantifié par Gel Pro Analyser 3.1 et après analyse statistique avec 
des tests t de Student non pairés. 
 
 
  
IV -  DISCUSSION 
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IV - A EFFETS D’UN STRESS OXYDANT NÉONATAL SUR LA FONCTION ET 
STRUCTURE CARDIOVASCULAIRE 
IV - A-1  EFFETS D’UN STRESS OXYDANT NÉONATAL SUR LA PRESSION 
SANGUINE ET LE RYTHME CARDIAQUE 
 
La pression sanguine a été mesurée chez nos animaux entre la 4ème semaine et la 16ème 
semaine de vie. Les méthodes de mesure de la pression sanguine peuvent être directes ou  
« invasives », et indirectes ou « non invasives ». Dans le laboratoire, nous avions utilisé une 
méthode de mesure directe dans le groupe LP par cannulation de l’artère fémorale, mais 
nous avions constaté un taux de mortalité excessif conséquence de la lourde chirurgie, des 
problèmes de cathéters (arrachage, bouchage). Par conséquent l’utilisation de cette 
technique a été abandonnée pour les études actuelles où la pression sanguine devait être 
mesurée sur plusieurs semaines. L’équipement requis pour une mesure de la pression 
artérielle par cathéter intra-aortique et télémétrie (considéré actuellement comme « gold 
standard ») n’était pas disponible au Centre de recherche du CHU Ste Justine. Nous avons 
donc privilégié l’utilisation d’une technique basée sur le principe du manchon caudal à la 
queue (tail-cuff method). Les rongeurs ont une queue thermorégulée, par conséquent les 
vaisseaux sanguins à ce niveau sont hautement réactifs. Cela permet l’enregistrement de la 
pulsation du flot sanguin et de la pression sanguine. L’entrainement des rongeurs à 
l’immobilisation dans la cage de contention, le positionnement de la queue, et le chauffage 
de la queue (27-30 °C) sont des paramètres à prendre en compte pour optimiser les 
résultats. De plus, cette méthode est peu coûteuse, simple d’utilisation et l’animal est 
conscient durant toute l’expérience. Il a été montré que les mesures de la pression sanguine 
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aussi bien à la queue que par l’utilisation d’un cathéter artériel étaient équivalentes à la fois 
chez le rat normotendus et hypertendus [347]. 
Nous avons observé chez les animaux ayant été exposés à une hyperoxie en période 
néonatale (groupe H) une élévation significative de la pression sanguine systolique et 
diastolique dans les deux sexes comparativement aux contrôles. Globalement, la pression 
sanguine pour tous les groupes expérimentaux est plus élevée tant chez les mâles que chez 
les femelles, ce qui est une observation tout à fait concordante avec la littérature. Les 
mécanismes sous-jacents à cette différence entre les sexes ne sont pas élucidés, 
l’implication des hormones sexuelles étant la voie la plus souvent évoquée (la testostérone 
comme stimulateur et les œstrogènes comme protecteurs de l’élévation de la pression 
sanguine, cf. introduction I - B-2-7). 
Nous sommes conscients que l’immobilisation de l’animal et le chauffage de la queue 
peuvent générer un stress et par conséquent que notre groupe H serait plus susceptible au 
stress induit par cette méthode, se traduisant alors par une élévation de la pression sanguine. 
Cependant, les pressions ont été mesurées plusieurs fois par semaine (2 à 3 fois) toujours 
par la même personne et aucun effet d’habituation n’a été observé (pouvant alors se traduire 
par une diminution de la pression sanguine).  
 
Chez l’animal, la classification de la pression sanguine n’est pas aussi clairement définie 
que chez l’homme (voir introduction chapitre I – A-2-3). Chez le rat SHR ainsi que chez le 
rat hypertendu à la suite de l’administration de sodium (Dahl salt sensitive), la pression 
artérielle systolique est aux alentours de 200 mm Hg en comparaison aux valeurs 
physiologiques observées chez le rat SD (aux alentours de 130 mm Hg) [539], on peut alors 
certainement parler d’hypertension. Quant aux valeurs que nous observons dans le groupe 
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H, je pense qu’il serait préférable de dire que nos animaux ont une élévation significative 
de la pression sanguine plutôt qu’une hypertension.  
Nous avons aussi observé une augmentation significative du rythme cardiaque associée à 
l’élévation de la pression sanguine qui pourrait s’expliquer notamment par une 
désensibilisation des barorécepteurs. Cela est en accord avec la majorité des études qui ont 
montré que la sensibilité des barorécepteurs peut être diminuée avec l’hypertension [274]. 
Plusieurs mécanismes ont été décrits pour expliquer les effets de l’angiotensine II sur le 
rythme cardiaque. Une activation des mécanismes sympathico-surrénaliens, se traduisant 
par la relâche de catécholamines à partir de la médulla surrénalienne [219;714], par la 
stimulation des ganglions et des terminaisons nerveuses sympathiques [457], [865] [222]. 
Une élévation du rythme cardiaque est observée chez des individus avec petit poids à la 
naissance [600]. 
Nous avons voulu étudier si cette élévation de pression sanguine pouvait s’expliquer par 
des modifications dans les propriétés vasomotrices. 
 
IV - A-2  EFFETS D’UN STRESS OXYDANT NÉONATAL SUR LA RÉACTIVITÉ 
VASCULAIRE 
 
Ces expériences de réactivité vasculaire ont été réalisées sur les artères carotidiennes qui 
sont des artères de conduction, et non de résistance. Nous ne pouvons donc considérer que 
ces artères participent à la résistance systémique et à la pression sanguine. Mais il est admis 
maintenant que les larges conduits artériels peuvent jouer un rôle dans la pathophysiologie 
des maladies vasculaires hypertensives [660]. De plus, ces larges conduits ne sont pas 
considérés comme des conduits passifs, mais plus comme des conduits actifs en réponse à 
des substances telles que l’AngII [201] et ainsi servir de modèle expérimental. Par 
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conséquent nous pouvons envisager que les dysfonctions mentionnées par la suite seraient 
aussi présentes dans les vaisseaux de résistance. 
 
IV - A-2-1 Réactivité à l’Angiotensine II 
Nous avons observé que la vasocontraction en réponse à l’AngII était exagérée dans le 
groupe H pour les deux sexes. Cette vasocontraction exagérée semble être spécifique de 
l’AngII car nous n’avons pas observé de différences entre les différents groupes dans les 
réponses aussi bien à l’analogue du thromboxane A2, le U46619, tel qu’observé dans 
d’autre forme d’hypertension artérielle chronique [339], qu’en réponse à la phényléphrine 
tel que décrit par Brawley et coll. [96]. Une réponse vasculaire exagérée à l’AngII a déjà 
été démontrée dans l’hypertension expérimentale. L’AngII augmente la réponse contractile 
chez le rat SHR comparé aux contrôles (WYK), et nous avions observé un phénomène 
similaire dans le modèle LP [855].  
De plus, il est aussi intéressant de remarquer que chez les mâles uniquement, la sensibilité à 
l’AngII est augmentée pour tous les groupes dont la mère à été interchangée entre le 3ème et 
10ème jour de vie (H, NH, NN) en comparaison au groupe CTRL (NNI). Cependant, avec la 
méthode utilisée, nous n’avons pas observé de différence dans la vasoconstriction 
maximale des vaisseaux étudiés (ni la pression artérielle) entre les groupes NH, NN et NNI.  
L’AngII exerce ses actions par l’intermédiaire de deux récepteurs, AT1 et AT2. Nous 
n’avons pas démontré quel type de récepteur de l’AngII était impliqué dans cette 
vasocontraction exagérée. Mais, il est bien établi que les effets de l’AngII sur le tonus 
vasculaire se manifestent directement par une vasoconstriction à la suite de l’interaction 
avec le récepteur AT1 au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires. Dans le modèle 
LP nous avions démontré que le récepteur AT1 seulement était impliqué dans la 
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vasocontraction en réponse à l’AngII (l’utilisation du losartan 1 μM a inhibé la 
vasocontraction) et que son expression était augmentée [855] après une privation anténatale 
en protéines. 
 
IV - A-2-2 Réactivité endothélium dépendante et indépendante 
Nous avons observé dans le groupe H, pour les deux sexes, un défaut de relaxation 
endothélium-dépendant en réponse au carbachol, un analogue de l’acétylcholine, mais pas 
en réponse au nitroprussiate de sodium, un nitrovasodilatateur (générateur de NO) [531]. 
Ces expériences suggèrent que la réponse des cellules musculaires lisses vasculaires au NO 
n’est pas altérée, mais qu’il existe un problème plus en amont : une diminution de la 
production (synthèse) de NO, avec ou sans une augmentation de la formation d’anions 
superoxide [240], ou une réduction de la biodisponibilité en L-arginine (substrat) ou/et BH4 
(cofacteur). 
En plus du NO, il est bien documenté que la prostacycline (PGI2) et le facteur 
hyperpolarisant dérivé de l’endothélium (EDHF) jouent un rôle important dans le contrôle 
du tonus vasculaire [60], et par conséquent pourraient également intervenir dans le défaut 
de relaxation observé dans le groupe H [524]. 
EDHF joue en effet un rôle important dans les artères humaines, notamment au niveau des 
microvaisseaux et un défaut d’effet vasodilatateur a été observé avec le vieillissement et 
l’hypercholestérolémie [772]. Au niveau des CMLV, il existe des récepteurs 
muscariniques, par conséquent il n’est pas à exclure que le carbachol conduise à une 
réponse vasomotrice via EDHF. Nous n’avons pas testé cette hypothèse dans ce modèle, 
mais dans le modèle LP nous avions démontré que la vasocontraction exagérée observée 
dans le groupe LP n’était pas une conséquence d’un défaut de libération des EDHF [855].  
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PGI2 a été le premier vasorelaxant dérivé de l’endothélium découvert par Moncada et coll. 
en 1976 [584]. Comme les autres prostaglandines, PGI2 est synthétisée à partir de l’acide 
arachidonique par de nombreuses étapes, notamment la cyclo-oxygénase qui conduit à la 
formation de prostaglandines H2 (PGH2) qui est par la suite transformée en PGI2 [406]. 
De manière similaire au NO, PGI2 diffuse facilement hors des cellules endothéliales où il 
inhibe la contraction et l’agrégation plaquettaire. À la différence du NO, les effets de PGI2 
s’exercent par sa liaison aux récepteurs membranaires qui activent l’adénylate cyclase dans 
les cellules cibles, résultant en une augmentation des niveaux d’adénosine monophosphate 
cyclique (AMPc) qui activent la protéine kinase A, conduit à diminuer le calcium 
cytosolique, et provoque une hyperpolarisation en augmentant l’activité des canaux 
potassiques [584]. Dans la majorité des vaisseaux sanguins, la PGI2 ne joue qu’un rôle 
mineur dans la relaxation endothélium-dépendante, son effet venant surtout s’ajouter à celui 
du NO [200]. Les péroxynitrites peuvent nitroser et inactiver la prostacycline synthase 
[770], limitant par conséquent son action vasodilatatrice. Le rôle potentiel de PGI2 ne fut 
pas exploré dans la série d’études de ce doctorat. 
 
IV - A-3  EFFETS D’UN STRESS OXYDANT NÉONATAL SUR LA 
PRODUCTION DE NO 
 
Le NO est impliqué entre autres dans la régulation du tonus vasculaire, du flot régional 
périphérique et par conséquent est important dans le maintien de la pression sanguine [341]. 
Nous avons voulu savoir si l’observation dans le groupe H d’une dysfonction endothélium-
dépendant en réponse au carbachol s’accompagnait de modifications dans la production de 
NO. 
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Plusieurs techniques sont décrites dans la littérature pour mesurer la production de NO 
[142;400;490;502;586;747;818]. Nous avons privilégié la technique rapportée par Kojima 
et coll. [397-399] qui ont développé le 4, 5-diaminofluorescein diacétate (DAF-2DA) très 
souvent utilisé, pour mesurer la production de NO aussi bien au niveau de cellules isolées 
[397] que de tissus hétérogènes [401;475]. 
DAF-2DA est perméable aux cellules, est clivé intracellulairement par des estérases en 
DAF-2 et la réaction avec le NO conduit à la formation d’un composé vert fluorescent le 
triazolofluorescéine (DAF-2T). La fluorescence augmente en fonction de la concentration 
en NO (Figure 19). Ce composé est uniquement généré à l’intérieur des cellules, par 
conséquent c’est un bon indicateur de la production intracellulaire de NO, mais ne peut être 
utilisé pour évaluer la production extracellulaire. 
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Figure 30 : Mécanisme d’action du 4, 5-diaminofluorescéine diacétate (DAF-2DA) adaptée 
de [397]. 
DAF-2T : triazolofluorescéine 
 
 
Nous avons observé dans le groupe H, tant au niveau basal (sans stimulation) qu’après 
stimulation par le carbachol, que la production de NO était plus faible que dans le groupe 
CTRL. La préincubation avec la L-arginine de même qu’avec BH4 a normalisé le défaut de 
production de NO observé dans le groupe H à un niveau similaire au groupe CTRL, 
suggérant une déficience en L-arginine et BH4 dans ce groupe. 
Concernant le déficit en L-arginine, il a été montré que de faibles niveaux en L-arginine  
peuvent contribuer au développement et au maintien de l’hypertension aussi bien qu’à la 
dysfonction endothéliale et aux dommages aux organes cibles [615]. Il existe un paradoxe 
vis-à-vis de la L-arginine. Il semble bien évident que la production endogène de NO soit 
Membrane cellulaire 
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dépendante de la concentration extracellulaire d’arginine, et non de la concentration 
intracellulaire. Plusieurs mécanismes ont été envisagés pour expliquer ce phénomène. L’un 
des plus probables est la compartimentalisation de la L-arginine dans le cytoplasme. En 
effet, eNOS ainsi que le transporteur principal de la L-arginine, le transporteur cationique 
d’acides aminés-1, sont localisés au niveau de la membrane plasmique des cellules 
endothéliales et par conséquent n’auraient pas vraiment accès au pool intracellulaire, alors 
que la forme extracellulaire peut rapidement avoir accès à ce transporteur [505].  
Une supplémentation à long terme avec la L-arginine a permis chez des rats adultes ayant 
subi un RCIU, de prévenir le développement de l’hypertension et de la protéinurie [266], de 
restaurer le défaut de vasodilatation chez ces animaux [464]. Cette dernière observation fut 
aussi faite chez  des individus hypertendus, diabétiques ou hypercholestérolémiques 
[165;307;606;650] et aussi a diminué l’hypertension et les dommages rénaux induits par 
l’AngII [622].  
Plusieurs mécanismes ont été suggérés pour expliquer les effets bénéfiques de la L-arginine 
sur l’hypertension. Elle prévient les dommages rénaux et améliore l’hypertension à la suite 
d’une infusion chronique d’AngII via l’inhibition de la production d’endothéline-1 [623]. 
Également, elle agit comme un ACEi chez l’homme [317], augmente l’excrétion urinaire de 
GMPc et des nitrates prévenant alors l’hypertension dépendante du sodium chez le rat 
[140;338].La L-arginine possède aussi un rôle antioxydant. Elle diminue l’excrétion 
urinaire de H2O2, du 8-iso-PGF2 chez le rat sensible au sel, prévient la sur-régulation des 
sous-unité gp91phox et p47phox de la NADPH oxydase dans le cortex rénal [248], et réduit les 
espèces réactives de l’oxygène en amortissant leur relâche à partir des cellules endothéliales 
[807]. 
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Concernant le déficit en BH4, une diminution dans sa concentration a été observée chez le 
rat diabétique [605], chez le rat SHR [330], chez le rat présentant une hypertension sensible 
au sel [415], chez le porc après blessure ischémique [749] ainsi que chez des patients 
diabétiques [321;688], chez les fumeurs [310;320], et chez des patients 
hypercholestérolémiques [725]. In vitro, la supplémentation de cellules humaines 
endothéliales aortiques par BH4 a permis le rétablissement d’une production de NO [410] 
qui avait été inhibée après une exposition à de fortes concentrations de glucose [157;663]. 
Ses mécanismes d’action ne sont pas clairement définis. Au niveau des NOS, BH4 permet 
au flot d’électrons de se diriger directement vers la L-arginine en maintenant le groupement 
hème dans une forme redox active [726;727;783]. Aussi, elle possède un rôle protecteur 
vis-à-vis du stress oxydant depuis qu’il a été montré que les ptérines, dont fait partie BH4, 
possèdent des propriétés antioxydantes en scavengeant les espèces réactives de l’oxygène 
[742]. En effet, BH4 a altéré la relâche d’anions superoxide chez le rat préhypertendu 
[159], et, chez le rat insulino-résistant, a prévenu le stress oxydant vasculaire [689], la 
peroxydation des lipides et l’activation des facteurs de transcription du facteur nucléaire 
kappa B (NFB) et d’AP-1 [689]. La production endogène de BH4 peut être modulée par 
des facteurs « environnementaux » tel que l’acide folique . L’acide folique a renversé la 
dysfonction endothéliale observée aussi bien dans des modèles animaux de maladies 
cardiovasculaires que chez des patients présentant des facteurs de risques cardiovasculaires 
[781;789;836]. Les folates stabilisent BH4 en stimulant sa régénération à partir de BH2. 
Cela permet de recoupler eNOS, par conséquent d’augmenter la production de NO. Les 
folates auraient également un puissant pouvoir antioxydant en scavengeant directement les 
anions superoxide produits par le non-couplage d’eNOS. Ils peuvent aussi interagir avec le 
site de liaison des ptérines d’eNOS, permettant ainsi d’augmenter la liaison de BH4 et de 
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faciliter le transfert d’électrons du domaine réductase au domaine catalytique [788]. La 
restauration de la fonction endothéliale à la suite d’une augmentation des niveaux 
intracellulaires de BH4 a été observée chez des patients présentant une 
hypercholestérolémie [789], un diabète de type II [781] ou une hyperhomocystéinémie 
[836]. Le métabolisme de l’acide folique n’a pas été étudié dans notre modèle 
expérimental. 
Nous avons par la suite regardé si ce défaut de production de NO dans le groupe H 
s’accompagnait de modifications dans l’expression des NOS.  
Nous avons obtenu des résultats apparemment contradictoires concernant l’expression 
d’eNOS. Lorsqu’évaluée par immunohistochimie, l’expression d’eNOS aortique est 
diminuée, tel qu’observé au niveau de l’aorte thoracique de rats spontanément hypertendus 
[167] ou dans la lumière de cellules athérosclérotiques associé avec un défaut de relâche de 
NO [556]. Lorsqu’évaluée par Western blot, nous avons observé une augmentation de 
l’expression d’eNOS. 
 
Nous avons aussi regardé l’expression au niveau vasculaire des deux autres isoformes de 
NOS. Nous n’avons pas observé de différence dans l’expression aussi bien d’iNOS que 
d’nNOS au niveau de l’aorte entre nos groupes, indiquant que ces deux isoformes ne 
peuvent pas être impliquées dans le défaut de production de NO observée dans le groupe H. 
Franco et coll. ont aussi montré qu’il n’y avait pas de différence d’expression dans 
l’isoforme iNOS entre des individus hypertendus et des animaux CRTL dans un modèle de 
RCIU [240]. 
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IV - A-4  PRÉSENCE D’UN STRESS OXYDANT 
 
IV - A-4-1 Défenses antioxydantes 
Nous devons considérer l’hypothèse qu’une exposition néonatale à un stress oxydant peut 
modifier de façon permanente les défenses antioxydantes. Dans les études de réactivité 
vasculaire ex-vivo, nous avons utilisé le tempol pour déterminer si une augmentation de la 
production d’anions superoxide pouvait être responsable de l’exagération de la réponse à 
l’AngII et du défaut de vasodilatation endothélium-dépendant en réponse au carbachol 
observés dans le groupe H. La co-incubation avec le tempol a normalisé ces dysfonctions 
au niveau du groupe CTRL et n’a eu aucun effet dans les autres groupes. Bien que nous 
n’ayons pas mesuré l’expression de la SOD, nous pouvons émettre l’hypothèse que la 
normalisation des dysfonctions après la co-incubation par le tempol pourrait suggérer aussi 
une diminution de l’activité et/ou de l’expression de la SOD dans le groupe H, par 
conséquent une augmentation de la concentration en anions superoxide car ils ne peuvent 
pas être dismutés en peroxyde d’hydrogène. Cette hypothèse est supportée par des études à  
la fois chez les animaux [445;626;731] et chez l’homme [319].  
Par ailleurs le tempol peut aussi normaliser la pression artérielle en diminuant les niveaux 
d’anions superoxide dans le système vasculaire et le système nerveux sympathique [844], 
tel que démontré chez des rats infusés avec l’AngII [547] et chez le rat SHR [676]. 
 
IV - A-4-2 Mesure de la production d’anions superoxide 
Les anions superoxide possèdent un nombre impair d’électrons, faisant des anions 
superoxide une molécule hautement réactive, instable, de durée de vie très courte et par 
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conséquent nous avons envisagé deux approches différentes pour les détecter dans les 
systèmes biologiques. 
La chemiluminescence est la méthode la plus souvent décrite et relativement facile à mettre 
en œuvre. Pour cela, nous avons utilisé le bis-N methyl acridinium, plus connu sous le nom 
de lucigénine, et le dihydroéthidium. 
 
IV - A-4-2-1  La lucigénine 
La lucigénine a été utilisée pour détecter la production d’anions superoxide dans différentes 
formes d’hypertension artérielle : celles produites par l’infusion d’AngII [620], celles 
sensibles au sel [842], ou bien celles produites par cerclage aortique [91]. Li et coll. ont 
démontré que les fortes concentrations de lucigénine, jusqu’à 250 μM, pouvaient réagir 
avec de nombreuses enzymes contenant un groupement flavine pour conduire à une 
détection d’anions superoxide par chemiluminescence beaucoup trop élevée en 
comparaison à la détection obtenue par d’autres méthodes. Cependant en utilisant de faibles 
concentrations de lucigénine ( 20 μM) ce phénomène ne se produisait pratiquement pas 
[463]. Similairement, Münzel et coll. ont montré que de faibles concentrations de 
lucigénine (< 5 μM) permettaient d’avoir une évaluation précise du taux de production 
d’anions superoxyde à partir de segments vasculaires [530]. 
Par conséquent, en utilisant 5 μM de lucigénine nous avons montré dans les deux sexes, 
que la production aortique d’anions superoxide était augmentée et ce significativement 
après stimulation par l’AngII. Comme mentionné en introduction, il existe de nombreuses 
sources d’anions superoxide. Dans différents modèles d’hypertension et de diabète de type 
2, les espèces réactives de l’oxygène sont produites principalement par le non-couplage 
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d’eNOS et la NADPH oxydase [793;819]. Cette dernière au niveau vasculaire (cellules 
endothéliales et CMLV) est la principale source d’anions superoxide [518;519;578;754]. Il 
est bien caractérisé que dans l’hypertension et le diabète de type 2, l’AngII stimule la 
NADPH oxydase conduisant alors à une augmentation de la production d’anions 
superoxide [281].  
 
Nous avons utilisé l’apocynine, inhibiteur réversible de la NADPH oxydase tant au niveau 
vasculaire qu’au niveau des neutrophiles [723] qui prévient l’assemblage de la sous-unité 
p47phox au niveau de la membrane [510]. L’apocynine a normalisé au niveau du groupe 
CTRL l’augmentation de la production d’anions superoxide observée dans le groupe H. 
Cependant, il reste à déterminer si l’activité ou l’expression de la NADPH oxydase sont 
augmentées. 
Des résultats similaires ont été observés dans d’autre modèles d’hypertension artérielle 
chez le rongeur : dans le groupe LP [855], à la suite d’une restriction calorique durant la 
gestation [239], dans un modèle d’hypertension lié aux minéralocorticoïdes [78] ainsi que 
dans des formes d’hypertension dépendante de l’AngII [429;620]. 
Par conséquent, l’AngII en augmentant la production d’anions superoxide via la NADPH 
oxydase pourrait contribuer aux dysfonctions à l’AngII et au carbachol rencontrées dans le 
groupe H, comme démontré par Rajagopalan et coll. [620]. 
 
IV - A-4-2-2  Le dihydroéthidium 
Le dihydroéthidium est un composé perméable aux cellules. En présence d’anions 
superoxide il peut par une oxydation à deux électrons former un composé rouge 
fluorescent, le bromure d’éthidium et être piégé intracellulairement en s’intercalant au 
niveau de l’ADN [72;127;651]. Ce composé a permis de détecter les ERO dans de 
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nombreux tissus [80;731]. Les anions superoxide extracellulaires ne semblent par 
contribuer à la fluorescence observée. Et surtout, il a été montré que ni le NO, les 
péroxynitrites, l’hypochlorite ou l’oxygène singulet n’oxydent la dihydroéthidine [80]. Cela 
suggère par conséquent que la fluorescence du bromure d’éthidium traduit bien la présence 
d’anions superoxide produit intracellulairement.  
Nous avons pu par cette technique confirmer l’augmentation de la production d’anions 
superoxide dans le groupe H en comparaison au groupe CTRL (la fluorescence est similaire 
avec les autres groups NH, NN) dans les deux sexes. 
 
IV - A-4-3 Mise en évidence du non-couplage d’eNOS 
Une déficience en BH4 peut être le facteur clé dans le non-couplage d’eNOS (eNOS 
uncoupling) [381]. Une déplétion d’artères coronariennes de chien a conduit l’isoforme 
eNOS à produire des espèces réactives de l’oxygène [158] et à des altérations de la fonction 
endothéliale [156;390]. 
De nombreuses études ont mentionné que dans les cas d’un non-couplage d’eNOS, le 
rapport dimère/monomère était diminué [116;492;669;784]. 
En utilisant une électrophorèse à faible température (LT-PAGE), nous avons observé une 
augmentation du rapport dimère/monomère d’eNOS associée avec une augmentation de la 
forme dimérique ce qui est contraire à la majorité des études décrites ci dessus. 
Cependant, il a été montré que des changements dans le rapport dimère/monomère ne sont 
pas directement reliés au eNOS uncoupling, parce que seule la forme dimérique est 
biochimiquement active et donc capable de générer soit du NO, soit des anions superoxide. 
Aussi, dans l’état non couplé, eNOS est sous forme dimérique [62;235]. 
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Une des meilleures méthodes pour détecter un non couplage d’eNOS est de mesurer la 
production d’anions superoxyde à la suite de l’utilisation d’un inhibiteur d’eNOS. La pré-
incubation avec le L-NAME (un inhibiteur non spécifique) [356], a normalisé l’élévation 
de la production d’anion superoxide observée dans le groupe H au niveau du groupe CTRL, 
traduisant donc que dans notre modèle expérimental l’isoforme eNOS est non couplée et 
elle peut participer à la production d’anions superoxide. Ces résultats sont en accord avec 
ce qui a été rapporté dans deux modèles d’hypertension [415;609].  
 
IV - A-5  HYPEROXIE NÉONATALE ET ANOMALIES STRUCTURALES 
 
IV - A-5-1 Remodelage vasculaire 
Les artères sont capables de changements structuraux et fonctionnels en réponse aux 
conditions hémodynamiques. Dans l’hypertension, le système artériel va subir un 
remodelage structural caractérisé par une hypertrophie de la paroi artérielle, une 
augmentation du rapport paroi/lumière. Toutes ces altérations sont associées à une 
diminution de la distensibilité artérielle et peuvent contribuer à l’hypertension et aux 
dommages aux organes cibles, dont le coeur. Nous avons observé que la force tensionelle 
de ces artères en réponse au chlorure de potassium (KCl) est similaire entre les groupes, par 
conséquent que le remodelage vasculaire ne semble pas participer aux dysfonctions 
vasculaires à l’AngII et au carbachol observées dans le groupe H. 
 
IV - A-5-2 Raréfaction microvasculaire 
La raréfaction microvasculaire (qui se définit comme une réduction des capillaires et 
artérioles) est souvent associée avec l’hypertension [90;464]. La raréfaction 
microvasculaire peut augmenter la résistance vasculaire périphérique [551] et est 
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généralement considérée comme une conséquence plutôt qu’une cause de l’hypertension 
[437]. 
Nous avons observé la présence d’une raréfaction microvasculaire au niveau d’un site 
majeur de résistance vasculaire périphérique (le muscle strié) dans le groupe H dès l’âge de 
4 semaines de vie, alors que la pression sanguine n’est pas encore augmentée, suggérant par 
conséquent que la raréfaction microvasculaire précède l’élévation de la pression sanguine 
associée avec une hyperoxie néonatale. Des observations similaires ont été rapportées chez 
le rat spontanément hypertendu juvénile [438] et chez le jeune adulte présentant un risque 
élevé de développer une hypertension [550]. Également, nous avions montré dans le 
modèle LP la présence d’une raréfaction microvasculaire chez le rat nouveau-né (7 jours de 
vie) mais pas chez le rat fœtus (au dernier jour de gestation) [611]. Des enfants nés 
prématurés (qui n’avait pas eu de ROP en période néonatale), présentent à l’âge adulte une 
réduction de la vascularisation rétinienne [135]. Mitchell et coll. ont montré une relation 
linéaire entre un petit poids de naissance et le rétrécissement des artérioles rétiniennes en 
association avec une pression sanguine plus élevée à l’âge de 6 ans [515]. 
Nous pouvons postuler que l’augmentation de la pression sanguine pourrait résulter du 
moins en partie d’un mécanisme d’adaptation permettant le recrutement de capillaires 
permettant ainsi une perfusion adéquate des tissus périphériques [277].  
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IV - A-5-3 Diminution du nombre de néphrons 
Nous avons observé une diminution du nombre de néphrons dans le groupe H, suggérant 
une altération dans la formation de néphrons à la suite d’une insulte oxydante néonatale. 
Ces données ont été le point de départ d’un étudiant à la maitrise qui s’est attaché à 
explorer les mécanismes sous-jacents à cette diminution du nombre de néphrons et un 
article sera soumis sous peu. Je ne discuterai pas donc de cette observation car ceci ne fait 
pas partie des objectifs de mes études doctorales et représente un champ d’expertise tout 
autre. 
Dans le groupe LP, nous n’avions pas observé de différence dans le nombre de néphrons, 
mais la technique de comptage de néphrons utilisée était différente et moins fiable (dans le 
groupe LP, la coloration Harris-Hématoxyline et éosine comme décrite par Zeman et coll. 
[860] que celle utilisée pour les études de ce doctorat, soit une digestion acide [28]). 
 
IV - A-5-4 Rigidité artérielle 
La mesure de la vitesse de l’onde pulsée est un bon élément prédictif de mortalité 
cardiovasculaire chez des patients hypertendus [507]. La mesure de la vitesse d’onde pulsée 
est une méthode simple, non invasive et reproductible pour déterminer la rigidité artérielle 
[34]. Nous avons observé une augmentation de la VOP mesurée entre la valve aortique et 
juste avant la bifurcation ilio-fémorale) dans le groupe H dans les deux sexes, traduisant 
une rigidité artérielle plus importante dans ce groupe. Ces données sont en accord avec ce 
qui a été observé chez l’homme où une corrélation a été montrée entre les faibles poids de 
naissance, les naissances prématurées et l’augmentation de la rigidité artérielle aussi bien 
chez les enfants, adolescents et adultes [744].  
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Également, il a été montré une augmentation de la résistance vasculaire après une hyperoxie 
[804]. Cette élévation de la vitesse d’onde pulsée pourrait être la conséquence d’un défaut 
de production de NO. Il semble qu’une diminution de la biodisponibilité du NO augmente 
la rigidité artérielle, en effet une corrélation existe entre la dysfonction endothéliale et 
l’augmentation de la VOP [824], concordant ainsi avec nos données. 
 
IV- B ONTOGENÈSE DES PHÉNOMÈNES DÉCRITS 
IV - B-1 ONTOGENÈSE DE L’LVATION DE LA PRESSION SANGUINE ET 
DE LA DYSFONCTION VASCULAIRE 
 
Nous avons mesuré la pression sanguine et regardé la réactivité vasculaire à l’AngII et au 
carbachol à l’âge de 4 semaines. Chez le rat SHR, l’âge de 4 semaines est déjà considéré 
comme un état préhypertenseur [40]. À cet âge, alors que la raréfaction est déjà présente, 
nous n’avons pas observé de différence dans la pression sanguine entre les groupes. Nous 
avons voulu regarder si les dysfonctions à l’AngII et au carbachol étaient déjà présentes à 
cet âge. Nous n’avons pas observé de différence entre les groupes. Des données similaires 
ont été observées chez le rat SHR : à 4 semaines de vie, la vasocontraction en réponse à un 
autre vasoconstricteur, le 5-hydroxytryptamine (5-HT), était similaire au groupe CTRL 
(Wistar) [107]. Par conséquent, les dysfonctions vasculaires à l’AngII et au carbachol ne 
précèdent par l’élévation de la pression sanguine dans notre modèle expérimental.  
 
IV - B-2 ONTOGENÈSE DU STRESS OXYDANT 
 
Il est bien établi que l’hypertension est associée avec l’augmentation du stress oxydant 
vasculaire. Cependant si le stress oxydant est une cause ou la conséquence de 
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l’hypertension, cela n’est pas clairement défini [284]. Quelques évidences suggèrent que 
l’augmentation de la production d’anions superoxide pourrait être une cause de 
l’hypertension plutôt qu’une conséquence [173]. 
Nous avons évalué la production d’anions superoxide par l’utilisation du dihydroéthidium 
sur des section d’aortes de 4 semaines et nous n’avons pas observé de différence entre les 
groupes suggérant que l’augmentation du stress oxydant au niveau aortique n’est pas encore 
présente à cet âge. Un résultat similaire a été montré par Budzyn et coll. [107].  
Il est bien documenté que l’AngII augmente la production d’espèces réactives de l’oxygène 
présents dans les vaisseaux d’animaux hypertendus [415;854;857], comme nous 
n’observons pas de différence dans la vasoréactivité à l’AngII à l’âge de 4 semaines, il n’est 
pas surprenant de ne pas observer d’augmentation dans la production d’anions superoxide à 
cet âge.  
 
IV - B-3 STRUCTURE VASCULAIRE À 4 SEMAINES 
 
Les fibres d’élastine et de collagène participent aux propriétés mécaniques des vaisseaux 
sanguins respectivement à pression faible-modérée et à pression plus élevée [77;697]. Les 
propriétés élastiques de l’aorte sont dépendantes de la présence de l’élastine dans le mur 
artériel. Le collagène est 100 fois plus rigide que l’élastine, par conséquent une perte 
d’élastine s’accompagne d’une réduction de la compliance vasculaire conduisant à une 
augmentation de la pression pulsée. Nous avons observé une augmentation de la densité des 
fibres de collagène et une diminution de la densité des fibres d’élastine, traduisant une 
rigidité artérielle plus importante dans le groupe H dès 4 semaines de vie. Cela pourrait 
expliquer l’élévation à la fois de la VOP et de la pression sanguine observée dans ce même 
groupe à l’âge adulte. 
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Ces données sont en accord avec ce qui a été observé dans les poumons et ostéoclastes de 
rats nouveau-nés exposés à une concentration élevée en oxygène chez qui il a été trouvé 
une augmentation de la synthèse du collagène de type I et une diminution du dépôt 
d’élastine [136;474]. Nous pouvons aussi envisager que la fragmentation du réseau de fibres 
élastiques sans changements dans la pression artérielle peut conduire à une distension du 
mur artériel et à un recrutement précoce des fibres de collagène. Également lors du 
vieillissement, l’aorte développe une fragmentation et une dégénérescence de l’élastine, 
ainsi qu’une augmentation du contenu en collagène avec comme conséquence une perte 
d’élasticité et une augmentation de la rigidité [674]. D’un point de vue clinique, l’altération 
dans les propriétés viscoélastiques à la suite d’un défaut d’élastine pourrait expliquer la 
réduction de la compliance aortique observée chez les enfants prématurés. Ligi et coll. ont 
observé une corrélation entre l’âge gestationnel et le contenu en élastine. Ce contenu en 
élastine est diminué dans les artères du cordon ombilical chez des enfants prématurés ou 
nés petits pour l’âge gestationnel [464] associé avec une augmentation de la rigidité 
artérielle [110]. 
 
IV - B-4 REMODELAGE DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE 
 
Pour expliquer la dégradation des fibres d’élastine et l’augmentation de la densité des fibres 
de collagène, nous avons étudié le remodelage de la matrice extracellulaire par les 
métalloprotéinases (MMPs). Il est bien établi que dans l’hypertension le stress oxydant 
favorise la prolifération et l’hypertrophie des CMLV, le dépôt de collagène et des 
altérations dans l’activité des MMPs, conduisant à un épaississement de la média et à un 
remodelage vasculaire tel qu’observé dans de nombreuses maladies cardiovasculaires dont 
l’hypertension [93;225;251;811]. De plus, des études cliniques et expérimentales ont 
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mentionné une augmentation de l’expression et de l’activité des MMPs, notamment des 
MMP-2 (72-kDa gélatinase A) et MMP-9 (92- kDa gélatinase B) dans le plasma et tissu 
vasculaire d’individus hypertendus [850]. Les MMP-2 et MMP-9 dégradent l’élastine [681]. 
Nous n’avons pas observé de modification aussi bien dans l’activité que l’expression des 
MMP-2 et -9, ni dans l’expression de leurs inhibiteurs tissulaires, les TIMPs, traduisant que 
dans notre modèle, la dégradation de l’élastine ne peut s’expliquer par une augmentation de 
l’activité et expression des MMPs. 
 
IV - C EFFETS MÉTABOLIQUE D’UN STRESS OXYDANT NÉONATAL  
La dernière partie de ce projet s’est intéressé à l’étude des conséquences métaboliques 
associées au traitement hyperoxique. Les maladies cardiovasculaires, identifiées comme 
principales complications de l’obésité, du diabète de type 2 et du syndrome métabolique ont 
un impact de plus en plus préoccupant sur la santé publique [285]. Leur origine 
fœtale/postnatale est un champ de recherche actuellement en pleine expansion. Nous avons 
montré que le stress oxydant était impliqué dans le développement de l’hypertension et des 
dysfonctions vasculaires observées chez le rat adulte à la suite d’un stress oxydant néonatal 
[854] et qu’il pourrait également être impliqué dans la résistance à l’insuline, une des 
figures du diabète de type 2 et du syndrome métabolique. 
 
IV - C-1 EFFETS SUR LA CROISSSANCE ET LA COMPOSITION 
CORPORELLE 
 
Les enfants avec un surplus de poids durant l’enfance seront plus enclins à développer une 
obésité par la suite [42], notamment s’ils étaient petits à la naissance et ont présenté un 
phénomène de rattrapage rapide de croissance [813]. Barker et coll. ont proposé que la 
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taille du fœtus et de l’enfant soit des déterminants de la santé à l’âge adulte [46;47]. A 
l’opposé, une diminution de la croissance après le sevrage a été observée chez des enfants 
dont la mère avait consommé de l’alcool durant sa grossesse [559] ou à la suite d’une 
infusion d’AngII chez le rat [558]. Une insulinémie à jeun élevée a été rapportée chez des 
nourrissons nés avec un petit poids de naissance et ayant présenté un rattrapage staturo-
pondéral en comparaison à ceux avec petit poids de naissance, mais sans rattrapage 
pondéral [707]. L’analyse de l’évolution pondérale dans nos différents groupes d’animaux 
montre que l’application d’un stress (hyperoxie, changement de mère entre le 3ème et 10ème 
jour de vie) conduit à une diminution de la courbe de la croissance suivie d’un phénomène 
de rattrapage puisqu’à l’âge adulte (25 semaines), il n’y a plus de différences. Il est par 
conséquent, possible d’envisager que ces animaux soumis à un stress hyperoxique néonatal, 
soient susceptibles de développer des maladies chroniques cardiovasculaires et 
métaboliques à l’âge adulte. 
Par ailleurs, des modifications de composition corporelle ont été proposées pour expliquer 
les différences observées dans la sensibilité à l’insuline [562]. Dans notre modèle, en amont 
de la composition corporelle aucun changement n’a été observé dans la prise de nourriture 
ni dans les niveaux de leptine circulant, une hormone importante dans la régulation de 
l’homéostasie de la prise alimentaire et de la dépense énergétique [82;790;849]. Ceci est 
conforté par l’absence de modifications dans les paramètres de composition corporelle 
mesurés. Par conséquent, ces éléments ne peuvent expliquer les différences de poids 
observées à l’âge de 15 semaines. Cependant, des mesures de l’évolution des niveaux de 
leptine plasmatique entre le jeûne et la réponse post-prandiale pourraient nous permettre 
d’avoir une image plus précise de son rôle dans notre modèle. 
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IV - C-2 EFFETS SUR LA TOLÉRANCE AU GLUCOSE ET LES PARAMÈTRES 
LIPIDIQUES 
 
Des études animales ont montré qu’un rattrapage de croissance peut être associé à une 
augmentation de l’adiposité, à un défaut de tolérance au glucose et de sensibilité à 
l’insuline [303]. De plus, il est maintenant bien établi que le stress oxydant est associé avec 
la résistance à l’insuline [29]. L’évaluation de la sensibilité à l’insuline des animaux a été 
réalisée par la mesure de la réponse à la charge intrapéritonéale de glucose. L’excursion 
glycémique a été évaluée. Même si aucun changement significatif n’est observé, la 
glycémie à jeun dans le groupe H est augmentée de 142 % lorsque comparée à la valeur du 
groupe NH. Ceci suggère un léger état de résistance à l’insuline à jeun qui est confirmé par 
la valeur de l’index HOMA (+167 %). Ce paramètre est reconnu un bon reflet de la 
résistance de l’organisme aux effets de l’insuline [87]. L’élévation de l’ASC observée dans 
le groupe H en comparaison aux autres groupes traduit, en cohérence avec le HOMA, un 
défaut de tolérance au glucose dans ce groupe. Cependant, il est à noter que l’importance de 
la réponse à l’insuline n’a pas pu être évaluée du fait de l’absence d’échantillons au cours 
du temps de l’IPGTT. Il a été montré que des enfants prématurés devenus adultes qui 
présentent une élévation de la pression artérielle systolique ainsi que, en conditions 
postprandiales, des concentrations plasmatique élevées de glucose mais aussi d’insuline, 
arborent également des niveaux plasmatiques élevés de cholestérol total et de triglycérides 
[336]. Les NEFA, constituants majeurs des triglycérides au niveau du tissu adipeux, du foie 
et du muscle, sont impliqués directement dans la pathogenèse des désordres métaboliques 
qui peuvent conduire à une résistance à l’insuline et au syndrome métabolique [719]. Dans 
notre modèle, aucune différence significative n’a été mise en évidence. Ceci suggère donc 
que les animaux du groupe H sont sur la voie de l’insulino-résistance et d’un état pré-
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diabétique qui n’est pas encore associé à des modifications du profil lipidique plasmatique. 
Le stress associé au changement de mère n’a pas d’effet significatif sur ces paramètres, 
montrant la spécificité de la toxicité de l’exposition à l’oxygène. 
 
IV - C-3 EFFETS SUR L’ÉTAT RÉDOX ET LES CAPACITÉS ANTI-
OXYDANTES 
 
L’hyperglycémie est connue pour induire un stress oxydant en partie par la génération de 
radicaux libres [264;810]. Chez des patients présentant des anomalies du métabolisme 
glucidique, l’hyperglycémie augmente directement la production de radicaux libres et 
l’hyperinsulinémie diminue la fonction endothéliale par une augmentation du stress 
oxydant à la suite d’une activation de la NADPH oxydase [88;859]. Ainsi, nos données 
montrent clairement chez les animaux ayant subi une hyperoxie post-natale, d’une part un 
défaut de production de NO dans le groupe H tant au niveau basal qu’après stimulation par 
le carbachol, d’autre part une augmentation de différents marqueurs du stress oxydant tant 
au niveau vasculaire qu’au niveau circulant avec les concentrations de MDA. Il est 
intéressant de noter que celles-ci sont liées à des changements significatifs dans le potentiel 
redox érythrocytaire devenant plus oxydé. L’insulte oxydante néonatale et ses 
conséquences multiples ne peuvent donc, à l’âge adulte, être complètement compensées par 
le principal antioxydant intracellulaire, le glutathion. 
 
IV - C-4 EFFETS SUR LA CASCADE DE SIGNALISATION DE L’INSULINE 
 
Le muscle et le tissu adipeux sont des tissus essentiels dans la pathogenèse de la résistance 
à l’insuline. Dans ces tissus cibles, notamment au niveau du muscle squelettique, l’insuline 
favorise l’entrée du glucose au travers de la translocation vers la membrane plasmique du 
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transporteur de glucose, GLUT-4 [287]. Des données ont montré que la PI3 kinase active 
Akt/PKB, une kinase sérine/thréonine impliquée dans la translocation de GLUT-4 induite 
par l’insuline [395]. Des défauts dans la cascade du signal conduisant à la translocation de 
GLUT-4 et à l’entrée de glucose peuvent jouer un rôle clé dans la pathogenèse de la 
résistance à l’insuline musculaire [255;692]. De plus, des études in vitro ont mis en 
évidence qu’Akt peut contribuer à la translocation de GLUT-4 induite par l’insuline [741]. 
Par ailleurs, une augmentation de la concentration des acides gras libres intracellulaires 
peut réduire la translocation de GLUT-4 au niveau de la membrane plasmique conduisant 
alors à une résistance aux effets de l’insuline dans l’utilisation du glucose au niveau du 
muscle et du tissu adipeux [656;736]. Nos résultats ne montrent pas de différences 
significatives aussi bien dans l’expression de GLUT-4 au niveau du foie et du muscle que 
d’Akt au niveau hépatique. Ceci traduit que dans les conditions analysées, ces voies de 
signalisation ne sont pas significativement altérées mais des études complémentaires 
(différents états nutritionnels) sont nécessaires pour confirmer ces observations. 
  
V -  CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
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Cette thèse a permis de montrer les conséquences à long terme d’une exposition à un stress 
oxydant néonatal sur des paramètres vasculaires et métaboliques. 
Concernant les paramètres vasculaires, à l’âge adulte, nous avons observé à la suite d’une 
exposition à une hyperoxie néonatale une élévation de la pression sanguine systolique et 
diastolique associée à une altération de la réactivité vasculaire aussi bien à l’AngII qu’au 
carbachol. Ces dysfonctions sont abolies par le tempol, suggérant une production accrue 
d’anions superoxide. Ceci a été effectivement retrouvé et de plus nos études ont démontré 
qu’elle est induite par la NADPH oxydase et le non couplage d’eNOS. La dysfonction 
endothéliale dépendante observée peut être expliquée par un défaut de production de NO 
aussi bien au niveau basal qu’après stimulation par le carbachol, associée à un déficit en L-
arginine et L sépiaptérine, puisque la supplémentation par le substrat et le cofacteur, 
respectivement, a permis de restaurer la production de NO. Nous avons aussi observé une 
modification de certaines paramètres structuraux, une augmentation de la VOP, une 
diminution du nombre de néphrons, et dès l’âge de 4 semaines la présence d’une raréfaction 
microvasculaire qui précède l’élévation de la pression sanguine. Aussi à cet âge, il n’y a pas 
de dysfonctions vasculaires ni à l’AngII ni au carbachol, le stress oxydant n’est pas présent, 
mais le rapport élastine/collagène est diminué, traduisant une augmentation de la rigidité 
artérielle qui pourrait participer à l’élévation de la VOP et de la pression sanguine à l’âge 
adulte. 
Concernant les paramètres métaboliques, une exposition à un stress oxydant néonatal a 
conduit à une diminution du poids au cours de la croissance, suivie d’un catch up de 
croissance à l’âge adulte. À cet âge, une augmentation du stress oxydant circulant a été 
observée. La mesure de la tolérance au glucose a montré une tendance au développement 
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d’une insulino résistance pour le moment sans perturbation du profil lipidique ni dans les 
voies de signalisation de l’insuline. 
 
Ce doctorat a ouvert la porte aux perspectives suivantes : 
 
 Déterminer à quel moment le stress oxydant apparaît au cours du 
développement de l’hypertension 
 
Des expériences d’étude de marqueurs de stress oxydant vasculaire et circulant devraient 
être réalisées à différent temps après l’exposition néonatale à l’hyperoxie afin de déterminer 
si le stress oxydant est primaire ou secondaire à l’élévation de la pression sanguine et les 
dysfonctions vasculaires, et ainsi pourrait y contribuer plutôt qu’en être la conséquence. 
 
 Explorer la rigidité artérielle 
 
• Mesure des produits finaux de la glycation 
 
La diminution de l’élasticité du système cardiovasculaire est un processus normal de 
l’avancée en âge. Cette diminution d’élasticité se traduit par une accumulation graduelle de 
collagène vasculaire interstitiel, des cross-link de glucose se développent ainsi que la 
formation de AGEs se produit entre les protéines ayant une longue ½ vie (collagène et 
glucides). Dans les vaisseaux, la formation de ces AGEs favorise la dysfonction 
endothéliale [738], la rigidité vasculaire [33;378;392;835] et les niveaux sont augmentés 
dans le sang et les tissus de sujets diabétiques à la suite d’une hyperglycémie [154]. Nous 
devrions mesurer les niveaux de méthylglyoxal (MG), précurseur des AGEs, un dicarbonyl 
hautement réactif, issu de la glycolyse anaérobie. Des niveaux élevés de MG pourraient 
également jouer un rôle important dans l’hypertension. Avec l’avancée en âge, une 
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augmentation de la formation des AGEs (traduit par une augmentation progressive au 
niveau aortique des niveaux de MG) a en effet été mentionnée chez le rat SHR [517] 
associée avec une élévation de la pression sanguine [803]. Également, il a été mentionné 
que MG pouvait perturber l’interaction des cellules endothéliales avec la matrice 
extracellulaire en réagissant avec les résidus arginine du collagène IV à l’intérieur d’une 
courte région de collagène contenant RGD (Arg-Gly-Asp) [588], ce qui favorise l’adhésion 
des cellules au collagène de type IV. Nous pourrions détecter ces AGEs par l’utilisation 
d’anticorps monoclonaux anti-AGEs qui ont été utilisés pour reconnaître N (epsilon)-
carboxyméthyl lysine (CML) et avec N (epsilon)-carboxyéthyl lysine (CEL). Ce dernier est 
un bon indicateur des AGEs induits par MG ou par les produits de la glycosydation [537]. 
Concernant la localisation, un immunomarquage pour CEL et CML a été observé au niveau 
de l’endothélium, très faible dans les cellules musculaires de l’aorte. 
 
• Peptides de synthèse et de dégradation du collagène 
 
Il est bien admis que des changements dans la rigidité artérielle peuvent être provoqués par 
une augmentation des protéines fibreuses de collagène. De nombreux types de collagène 
sont trouvés dans le mur vasculaire (I, III, IV, V, VI, VIII, XII, XIV), mais plus de 90 % du 
collagène est constitué de collagène I (60 %) et III (30 %) [355]. Chez le rat, le collagène I 
est plus prévalent dans l’aorte au niveau de l’adventice, le collagène III quant à lui est 
retrouvé à la fois dans la média et l’adventice. Ces deux types de collagène sont 
responsables de l’étirement tensionel et de la rigidité du mur vasculaire. 
Il a été proposé qu’une augmentation du contenu en collagène pouvait résulter à la fois 
d’une altération dans les peptides de synthèse ou de dégradation du collagène [814]. Les 
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collagènes I et III sont synthétisés sous forme de procollagène avec une petite extrémité -
NH2 terminale, et un propeptide -COOH [355].  
Le propeptide carboxyterminal du procollagène I (PIPC) est un peptide dérivé de la 
synthèse de collagène, et semble être un bon marqueur pour déterminer la synthèse de 
collagène et la fibrose myocardique dans l’hypertension [473]. 
Il existe un peptide (12 kDa) de dégradation du collagène (CITP) qui est retrouvé intact 
dans la circulation et de nombreuses études ont montré que la concentration sérique de 
CITP corrèle avec l’intensité de dégradation des fibrilles de collagène de type I [37;212]. 
Les niveaux sériques de CITP ont notamment été étudiés chez le rat SHR adulte avec 
hypertrophie du ventricule gauche et fibrose myocardique [191]. 
Des concentrations sériques importantes de PIPC sont retrouvées chez des patients avec 
hypertension essentielle et chez le rat SHR [190;191] suggérant par conséquent une 
augmentation de la synthèse de collagène de type I.  
 
• Évaluation de la structure et fonction vasculaire chez l’enfant prématuré en 
comparaison à l’enfant à terme 
 
Nous proposons de mesurer les marqueurs de la synthèse et dégradation du collagène 
(évoqués précédemment) à la naissance chez des enfants nés avant la 30ème semaine de 
grossesse, et chez des enfants nés à terme, puis à l’âge d’un an. Nous mesurerons aussi les 
niveaux plasmatiques de MMP-1 et TIMP-1 aussi bien que des marqueurs du stress 
oxydant et de l’inflammation: VCAM-1, les niveaux de MDA, et les niveaux urinaires du 
8-iso-PGF2. À l’âge d’un an, la pression sanguine, la vitesse de l’onde de pouls et 
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l’épaisseur carotidienne intima-média seront mesurées par radiologie et corrélées avec les 
marqueurs biochimiques à cet âge. 
 
 Augmentation des risques de développement du diabète de type 2 et longévité 
 
Un des aspects qu’il pourrait être intéressant de poursuivre dans le cadre de ce projet réside 
dans la potentielle susceptibilité des animaux ayant subi un stress hyperoxique néonatal, de 
développer un diabète de type 2 ou un syndrome métabolique. Nos résultats suggèrent en 
effet qu’ils se trouvent à l’âge adulte dans un état métabolique pré-diabétique. Si l’on tente 
une extrapolation de ce modèle à une situation chez l’homme, il est possible d’envisager 
que ces adultes ayant subi une atteinte oxydante post-natale, présentent une dysfonction 
vasculaire, sans éventuel surpoids et soient dans un état pré-diabétique silencieux. Un 
déséquilibre alimentaire plus ou moins prolongé pourrait précipiter le développement d’un 
diabète de type 2 avec ses conséquences. Il pourrait donc être intéressant, dans la continuité 
de ce travail, de tester cette hypothèse dans notre modèle avec des animaux ayant subi un 
stress hyperoxique néonatal et soumis à l’âge adulte, à un stress métabolique plus ou moins 
intense/long. La transition métabolique pourrait être induite avec un régime de type 
Western, riche en acides gras saturés et/ou sucres simples qui pourrait participer au 
développement d’une résistance à l’insuline [121;690;780] et/ou d’un diabète de type 2 
dont nous pourrions suivre la cinétique d’apparition. Un régime riche en fructose favorisant 
également une hypertriglycéridémie, une intolérance au glucose et une insulino-résistance 
dans les adipocytes pourrait également être utilisé [567]. Cependant cette approche semble 
plus éloignée de conditions nutritionnelles rencontrées chez l’homme. 
Enfin, les résultats obtenus dans le cadre de ce travail suggèrent un vieillissement précoce 
des animaux ayant été exposés au stress hyperoxique. Le vieillissement est en effet 
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caractérisé par une accumulation de dommages reliés au stress oxydant et des données de la 
littérature suggèrent un vieillissement précoce dans des modèles de programmation de 
l’hypertension (induite par une restriction totale ou partielle en protéines durant la 
gestation) [506]. De plus, un phénomène de rattrapage de croissance ayant été également 
associé avec une diminution de l’espérance de vie [138]. L’impact d’une hyperoxie 
néonatale sur le vieillissement vasculaire pourrait être le sujet d’études importantes pour les 
populations d’individus à risque. 
 
Ce travail montre donc qu’il existe une série d’avenues à explorer pour mieux comprendre 
les conséquences du stress néonatal et les mécanismes associés à la programmation fœtale 
des maladies cardiovasculaires de l’adulte afin de pouvoir développer des approches de 
prévention plus efficaces. 
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